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本 书包 括 分 子 克 隆 和 基因 表达 两 大 部 分 。 分 子 克隆 部 分 介绍 有 关 的 基 
本 知识 ,如 常用 的 受 体 菌 ,载体 及 有 关 的 核酸 酶 ;分子 克隆 的 具体 操作 ， 即 
DNA 的 剪 切 、 重 组 、 转 化 及 重组 DNA “克隆 的 筛选 和 鉴定 ; 基因 文库 和 
cDNA 库 的 建立 。 基因 表达 部 分 重点 介绍 外 源 基 因 在 大 肠 杆 菌 、 酵 母 及 哺 
乳 动 物 细胞 三 种 体系 中 的 表达 zs- 可 供 生物 学 .医学 ,农学 的 有 关 研 究 人 员 和 
大 专 院 校 师 生 参考 。 


核酸 研究 技术 

rt ee 
KERR RAR, 
ee ae 
- AR RRM dnd 
yi +3 2 624853: 100707 ~ 

OM Fee ay Bil 

FPS HLRITAA, Some seem 


1990 7 月 第 一 版 开本 2 787x 1092 1/16 
1990 年 7 月 第 一 实 印 出 印张 ; 19 1/2 
AX :0001 一 1 400 字 歼 : 443 000 


ISBN 7-03-001650-5/Q - 242 
Ett; 16.50 元 


前 言 


基因 工程 是 近 十 年 发 展 起 来 的 新 技术 ,由 于 它 与 工业 生产 密切 由 关 , 可 促进 生物 产品 
的 工业 改造 ， 故 一 开始 就 为 发 达 国 家 所 重视 ， 有 些 企业 家 为 此 创办 了 相应 的 基因 工程 公 
司 , 从 而 有 力 地 推动 了 这 一 技术 的 发 展 。 基 因 工 程 现 已 成 为 生物 工程 中 的 核心 部 分 ,在 某 
些 国家 还 被 列 人 重点 研究 与 开发 项 目 。 

基因 工程 的 核心 技术 是 分 子 克隆 ,其 次 是 外 源 基 因 的 高 效 表达 ,而 基因 表达 也 离 不 开 
分 子 克 隆 技术 。 从 1973 年 出 现 第 一 个 分 子 克 隆 以 来 ,应 用 的 有 关 载 体 与 核酸 酶 类 在 品种 
上 已 大 量 增加 ,应 用 新 的 分 子 克隆 与 基因 表达 原理 构建 了 许多 适用 的 载体 ,又 建立 了 三 大 
外 源 基因 表达 体系 ， 使 基因 工程 技术 日 趋 完善 。 从 事 这 一 新 领域 工作 的 科研 人 员 不 断 增 
加 ,实验 室 也 不 断 扩展 ,这 种 技术 已 应 用 到 整个 生物 学 、 医 学 与 农学 等 各 学 科 的 研究 中 。 

基因 工程 技术 受到 广泛 重视 ， 除 了 它 与 工农 业 生 产 密 切 结合 ， 可 提供 某 些 生物 产品 
外 ， 另 一 个 突出 的 优点 是 应 用 分 子 克 隆 技术 可 纯化 任 一 生物 基因 ， 并 可 通过 大 量 培 养 受 
体 划 (通常 是 大 肠 杆菌 ) 得 到 纯化 的 基因 ， 使 研究 者 可 用 此 技术 得 到 其 所 需 的 基因 ; OF 
克隆 技术 也 因此 广泛 应 用 ， 并 逐步 达到 简便 易 行 ， 成 为 分 子 生 物 学 中 即将 普遍 应 用 的 技 
术 。 现 在 所 用 的 载体 .限制 性 内 切 酶 .常用 的 核酸 酶 以 及 人 工 合 成 的 寡 核 苷 酸 等 都 有 商品 
供应 ,其 中 不 少 国 内 已 生产 供应 , 这 也 大 大 促进 了 分 子 克隆 技术 的 推广 。 为 了 进行 复杂 的 
真 核 生 物 特 别 是 高 等 动 植物 的 基因 研究 ,又 建立 了 基因 文库 与 cDNA HRA, 操作 虽然 
繁杂 一 些 , 但 也 不 难 掌 握 。 本 书 首先 介绍 了 一 般 分 子 克隆 基本 技术 ,也 对 以 上 两 种 文库 作 
了 详细 的 介绍 。 

近年 来 通过 基因 工程 研究 ,已 有 一 些 生物 产品 ,如 蛋白 质 制品 活性 多 肽 , 酶 等 开始 出 
售 ， 并 产生 了 一 定 的 经 济 效益 和 社会 效益 。 此 外 ， 基 因 工 程 的 产品 还 显示 出 其 特殊 的 优 
点 * 即 提高 了 产品 纯度 ,降低 了 销售 价格 。 同 时 ， 还 获得 了 一 些 很 难 工业 生产 的 药物 与 疫 
茵 等 ,使 外 源 基因 高 效 表 达 研 究 理论 仍 为 当前 研究 的 一 个 重点 ,本 节 也 介绍 了 三 大 基因 表 
达 体 系 。 

本 书 作 者 都 是 从 事 有 关 研 究 的 同志 ,所 写 内 容 是 几 年 来 的 经 验 总 结 ,方法 又 都 是 国内 
比较 切实 可 行 的 。 可 供 从 事 核 酸 或 基因 研究 .教学 及 生产 人 员 人 参考 。 

本 书 的 编写 由 蔡 良 斑 同 志 主 持 ， 参 加 编写 的 有 中 国医 学 科学 院 基 础 医学 研究 所 杨 善 
oe A/S). Ree ERA. ARASH. SM , 豆 建 刚 . 许 彩 民 、 吴 石 君 同志 ,南开 大 学 生 
物 系 蒋 如 璋 同志 ,中 国 预防 医学 科学 院 病 毒 学 研究 所 侯 云 德 , 任 贵 方 同 志 ， 中 国 科 学 院 生 
物 物理 研究 所 申 同 健 同 志 。 

BRR 


‘ 的 


他 
” Toph eter 
F Be pia + fe €ms Tr wee Te SNP ot at ee 4 vat 


: a ee ; A eet F 并 
set SBE Cat a" Asie 人 
ED wy oo 玫 。 4 sen ae el 
> » eH bia De oes e eae Wi Steh! Abe OTROS 
t (4 ifs - 2 3 - ates 
网 Ee $ ad ae 4 | 。 ， 凡生 is by 
: rt Lp ES ET Tye me. “Bi | STS 
Ree eer re eee, 
’ a aie iis Sh 4a aa ar "4 1's Se ne The EB 
ES ae ook SES Sah sa Se a, Deer ee 
4 peasy. bial a ey ty? as | ok ate ees a Me 
z tay <1 as 


a wen 2 OTE, 本 i 
ie Sa $e BS Sake ae sea ait Hh Gt — eet! 
Ei agar oe PEER KH HE RSE 
or Sn ti duitawy ee KR Ah RET} H i; ag 

az: ar a od aseats BERT LTA 


有 


of 
Set 
i. 

fs 

wad 

天 “ee 


ae MiB ASL St oe HAMA rahe 


= wie OF itt nei oe a) H aa ‘= may 

Pd << 

we i - ghee aR es OREN eat Ri Bes 738 ae ipo 
Lae Lwin en 于 过 -村 天 家 Rag ee 


. 
ree SRE REY aR ue es Fa at ita e me eee sii 
here: oS a a4 i : 要 
ig ~~ ri Ree 


ome ee apiaiary 2. 4s SpiSha! 后 有 汪汪 3% 有 


cy eh er oS By ee, Me, 4 34 =e be Ss ot eee 
 » saree wat iS ae ae bet A ei: 
yee is. , 
PET ec ee ean ied ee et adn 
r a Kw , Bleak Fy CASE ISR Fee UR ty (tae ean = 
- . + o 
人 te 全 二 | eae oer ie Se doe Siar 
@ he Bet + 中 “祭司 未 Lite Oh ak ee Ste we pasted 
a f 
eg * 
3% nave 
’ J 
> 
4 
» 


ee nl AiG Rea Arse MR ae ae 
en ; 全 下 和 +} eee = 


| 和 ate Pigs PAA Tee BRS 


iy SPs a ie HH Pine 5 ples sath IED 
pls ce 


aS 


前 言 

第 一 部 分 分 子 克 隆 
第 一 章 “ 大肠 杆菌 的 基本 知识 和 技术 .…………………: 1 
第 一 节 ”大肠 杆菌 的 特征 及 其 细胞 结构 ee 1 
一 、 大 肠 杆菌 的 分 类 特征 ees ses sseess ssses ee es soeeos 1 
二 、 大 肠 杆 菌 的 细胞 结构 osesse se sse sse sse 2 
Sa 大 肠 杆 菌 基 因 的 命名 规则 aaseseseeseeeeseeaaaesees 本 3 
一 、 与 代谢 有 关 的 结构 基因 eeeseeees se ee 3 
二 、 与 代谢 无 直接 关系 的 结构 基因 ee 4 
三 、 与 药物 或 吃 菌 体 抗 性 有 关 的 基因 .ooessssee sse 3 
四、 抑制 基因 eeesse sseeeee seen ss sse ee ee 4 
FL, BERGE HIIRAS cocveceeecerrecsncerreeccesccsnrseeseecessenssesenseeseecsnseesanseecsecensansansons 5 
六 、 其 他 1 6 
第 三 节 大 肠 杆 菌 的 遗传 性 和 变异 性 ia 6 
一 、 大 肠 杆 蓝 的 变异 性 ee 6 
二、 大 肠 杆 菌 的 菌株 及 其 特性 的 鉴定 ee pas ssasdescee 8 
= FATA ER ERE RTE TIRE cneeeocccssccccnsscncssscenetecererwsarercnascesatanepacaccnscessees sees 10 
SOT “大肠 杆菌 的 营养 和 生长 .PP 11 
ae 大 肠 杆菌 的 营养 ee 11 
二 、 大 肠 杆 菌 在 固体 培养 基 上 的 生长 ne 12 
三 、 大 肠 杆 菌 在 液体 培养 基 中 的 生长 ee 13 
X/ Mi i eee fe tthe Fa gener cin en atten “qh one ste + cane tr nog aah chs vnc ableete 4 16 
ya 第 一 节 质粒 载体 和 pp 让 16 
一 、 细 菌 质粒 的 基本 概念 or eerececeserecsenserceees 本 16 
Be AS BS Re SE ER EE, nonciesnansinannarnsaqnnncnsenngh neneaanasasoncnarypenensgetpasneanas> 20 
= FPA LAS IBA BRAK onvnnscercnsccccsnceencccrrenccescesennceanaserangerecssssrnserageaccasssesoesess 23 
第 二 节 1 ope) ee 让 28 
= Ae UE RAE AIG. -onnrenenreaccccnnsnccrerenesscocsansegoneeedoonenssensesecrenmeaceomeanens 28 
二 、12 ER BRERA EE correc tecce cece eceesccnececenceneseseeaseareesrecsacsesecsenseeasesensasoens 33 
= FLAG A BEAR APA: a-onecereresssccccescceccrsrncenesernnccrsensecaneccenenanesnomessnanecsancncees 37 
PO, A 载体 的 选择 和 应 用 cececveeceeeeeeesensceesersscncecensscseasuecansncseneseseesesseacecsaseaecans 43 
第 三 章 ， 基 因 工 程 中 常用 的 核酸 酶 奖 和 pp 47 
仆 第 一 节 DNA. A] RNA 连接 酶 ooeoeeeeeseessesaeneenseavreeaneeneeoeee onerm ees 47 
一 、 T4 DNA}E AS ercenesecacecgcccgancqecenccdpegcocen ae cusigtwien sobs slot abugtlesh ewelsShcBlacccticoncce 48 


=, FEE DNA FEHEAG coceescerccrccccossrcnecsecsecccesnrnnceecenseessessesasraeseseeossecesess 50 
三 、T4 RNA JE BERG coree rece cee ereneccecceeeesenceveuscceneesesseaceacsersnsensessesseesessesseeseeenee 51 
BE — AG DNA 聚合 酶 pe 51 
一 、 大 肠 杆 菌 聚合 酶 1 cececececeeeceeeecccteeeeesencecsaeraesastanenceenseesunceesasaeenenarsesnaesens 51 
=" DNA, FEA BERT Klenow 站 可 53 
EN 54 
让 56 
FL, FEVERS RBG ceececceccsccecccencccnenecscsnnsseseeceescecseccessecesracssrsasenensenees eocseesenaoesas 58 
第 三 节 磷酸 激酶 和 磷酸 栈 人 60 
te, TG SORES BMG | <n-st ene cennonccavonniseconeesvecgdennsaraanepesen sancueanoscedehessebabls aareuas 60 
人 人 63 
SEVIS PE WOK HERG reno sebee eee ERE cs Bel oe ese ovoneHhace a 65 
一 、 外 切 酶 IILeeeeeeeeee 66 
二 、S1 核酸 酶 ee 67 
三 、 绿 豆 核酸 内 切 酶 ee Ode eeooosoi55g 68 
°° PRAMS VET sce ceccsssscosaedcecctccde cs occ cctecccaageccee del Oepesbese Coulee send 着， 2 69 
Pie aby a, i eae ees ea alae dod ter ‘vain eVabdes bob saavddetouts cukeck ons See Veen se Teves | 69 
”六 、Bal 31 核酸 酶 cceececeecec eee scecencceceereereteeneraeeeeatcncceuaeeessereeceeseenensneceeseutbenes 70 
本 村 72 
第 五 节 弟 鞋 化 酶 0 73 
一、 原核 细胞 中 的 甲 基 化 酶 ee 73 
PEER IG IES R12 PRE EE LIB aed 74 
SE VIEL RIFT Ssbcscccccce sees cessesse sete Reccclgecbeece save ocak oeyobsUeteul deh Dea ama neat 75 
POS ETREAL RRS RINT FAT “5852005 25255250525 5522 fo eeelleakat Aa Radderesdvobout seen Ne tee bes daipe oe 76 
第 四 章 “ 分 子 克隆 技术 (一 ) 

Y, ee ES Se ERA BY EH Fy BE HA ono ss SEL A OT tie le 81 
人 第 王 节 区 底 技 未 向 可 让 让 全 ee 81 
ms BY ESE Be HG DEY BE econenbooccceceseeeceupacbeenscesstiuneces cocetecssvecvecsorthaaneneaa 81 
二 、 和 载体 的 选择 ee … 82 
Be PG IY EIN \-ncidecssvacccsesabsccetsescecsdvtosesvarcetccccansdeevabicdaeetecsettetsuaseet kiiaaamamm—mmE 
大 二 二 HOLT 和 0 
hawt Be ASD CIE oP: pap > EEE OEE cL a utter 82 
3 *" "FEB BY) AGE IR coe e see ceccstecscnceptacccnccc secssence dowbuoccdaderstedevel <dtbramMteen vost Tiadeus 82 
二 、 应 用 限制 性 内 切 酶 水 解 基因 与 载体 形成 粘 未 端 oe 0 Ts ale 83 
=. FERPA SEBO ooo anes cesses cece esac eee csees ‘sanbgesstabecwocb beh aR sete esti contin 88 
DU.” IK SZ FEE PASE RRS EME” ween te vest oenteeeaeieeeeeeesceaas. dsdbovnscbs ens doustuensdaVecsonssecences 97 
Sar MTG REE eects ae rs BS, ances 104 
Oo) RFE eR DNA PB SY (BIER) EYE sever vvesesecncceecs ccnnstschivebstesssctedsbooGtuvecens 105 
SS EE Te SDE AY FRAT HEE ecco eco cceccsees0o aes eee ae ccsneoasbsiMeeeneedsedosens 106 
= SEPA BEA AN SERRA RR ois ees atcd ee Le date Raise cole 107 
DOs 防 生 载体 自身 连接 的 脱 未 端 磷酸 基 轩 :ap 108 
五 、 连 接 后 限制 性 内 切 酶 识别 位 点 的 恢复 yoyo 110 


“六 、 同 聚 物 加 尾 后 的 连接 er。 wa SR 110 
第 五 章 分 子 克 隆 技术 (二 ) ， sa / 


bug Taoc: ebook ILA: wey de Sse Ras 2 GREG CA tates « «Rieee ose 111 

$F... BR. DNA. By BFE WY os hs ED. Re 197 

mm, UAL EERE... ccrcccccecccrceencranesensseeescrecescccsascnswssasenesessessssdescdgdvsacddease ee pire ideas 112 

=. Ab e- BUC aa KR 起 有 113 

三 、 大 肠 杆 菌 .X1776 的 转化 :os 114 

PU, BEY DNA FS BEAU RHEE -ereeeceeeceeeeenrsceccesecenennseeneee es hipaa ide: », BY....:. 116 

Bu BA DNA FARRAR TRUER ieee tee ae CRE RE 0S 5 28 117 
FAP FRE cree ee ee ences eceeceesecseneeseweeseneenseneeseeseescenenesntsetsntensanes Seer 117 

| 二 、 重 组 噬菌体 DNA 的 杂交 筛选 pp pastas eel aee Sy SRS a. senses. 119 

hi; -第 三 节 免疫 化 学 筛选 方法 :pp 120 
一 、 抗 体 的 制备 -ee Soe boar octet «be 121 

一 机 人 集 的 线 估 0 hie boAsEs:.. is 121 

=. AB SR U1 BRIG nee eT he ee 12 

POY TRALFTEAG RARE -o--eo ce eeecececesencctceeccgeceerseceren apne peessenecdtingeesentsaueesenaeee ees 122 

五 、 固 相 筛选 法 pe 124 

第 四 节 . BARA ARK DNA #8) Hale Pa Bisse carob ie ars 125 

一 、 碱 裂解 法 制备 质粒 DNA-……… Cr 125 

二 、 考 沸 法 制备 质粒 DNA.……………… oo ee paeleceseeeeeesseneessosecssaetenssesesteceens 126 

三 、 从 单 菌落 中 制备 质粒 DNA.…………: 人 1 127 

PO, SERB RHE AERA (KR DNAL.e 127 

Fy PREFER BRE IGE A EER (KR DN 和 Ap 128 

第 五 节 重组 DNA 的 酶 切 分 析 和 鉴定 ppp 129 

一 、 单 酶 解 分 析 ceeececetcceeeeecepeneceeeecreesecceeeneeseeeseteneseneereesenessensesenssartenestueeses 129 

二 、 双 酶 解 分 析 ee 130 

三 、 多 次 酶 解 和 电泳 分 析 pp 130 

四 、 部 分 降解 酶 切 分 析 和 本 131 

hae 2 人 工 合成 探 针 在 鉴定 中 的 应 用 pe 132 
A SDS 聚 丙烯 栈 胶 凝 胶 电泳 和 Western 技术 在 克隆 鉴定 中 的 应 用 .…… 133 
本 134 

= HE BREEEG crovccscerncsscscscceccncssscsccvenecseseacnssesceccesecsensescsnsonnecseuseuccnsssaaageness 136 

r Sy 抗体 的 放射 性 检测 法 Wooooooovoooooooooosoooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooeeooos 137 
j 第 六 章 基因 文库 ,eve ee ee 139 
Py 第 一 节 纪 | 言 9 139 
一 、 基 因 的 分 离 coreeeceeceeccesenseneceeeseesaesenccseneeescseuaneseseeennsseseenensseseseneeesensnne cas 139 
= 什么 是 基因 文库 osvooooooooooosoooooooooosoooooooooooooooooooooooooooosoooosoeeooeooooeoooeooeooooee 140 

三 、 基 因 文 库 构 建 的 基本 步骤 ee ee ee 141 

第 二 节 Pek DNA-es-cesseceecoentncenadscrecneceneeseess oe cee eee eee ces ceececeeecescessenese 143 

一 、 染 色 体 DNA 的 抽 担 --+--+-eeeeeccnccecceccecceccseetsenansentenncesseesesesssceecenaseaneenserses 143 

= FER DNA 的 切割 pe oo 145 

第 三 节 ”载体 D0, Cee 148 


* 


一 、 入 替代 型 载体 的 结构 特点 eeeeooeeoseeoosoeseoeoeeoosssesesssessssssessesosseseeeeseseeosgesseosssesee 149 
=, BUR DNA AURA «+c -cececccccsscerecscccevscsccesscseensesecensessceeetcccecsscreonecteccose eos 151 

= FS BURA ES EUR BE 和 152 
第 四 节 AE RE Rp CE ARR ……………… betad tA. ee bikssscbtescsems [54 
一 、 重 组 连接 ee 154 
SU. BARI DNA. 的 体外 包装 -有 和 生生 汪 生 全 158 
三 、 重 组 喉 菌 体 的 感染 ee 161 
四 、 基 因 文 库 的 构建 规模 eeeeeee ren 165 
Fy. EPA SORE IF HAUL TE. an eb enocien bp cts eas anh ngiiscecenl dpaheos anbeWAdeb oo cbs 玉生 
第 五 节 ， 考 斯 质粒 为 载体 的 基因 文库 ;pe 168 
一 、 考 斯 质粒 作 载 体 的 优 缺 版 pe 168 
二 、 基 因 文 库 的 构建 过 程 pp eeoo ee oo ve 168 
结语 …eeee ae 170 
第 七 章 CDNA 克 隐 pe 172 
第 一 节 ， CDNA 克隆 的 一 般 方 法 和 步骤 cee tee ccecee cee eceveccesecncenceesneeesceraee ces 173 
— CDNA 克隆 方法 ee 主人 和 neo no sas esseesansonn ees -汉人 173 
= CDNA FRYERS SRA R ee oo 174 
第 二 节 .特异 .<DNA AUTRE creeee ee cee enccecssenncceenecetannecrens cos cneessees wilde 1779 
一 、 插 入 到 表达 载体 中 的 CDNA RBBB TRUE ceeeeeeeecee ees cceweeeensctecscescnnentecsennsceserens 179 
二 、 选 择 杂交 法 筛选 特异 CDNA 克隆 seeeessee sen sein oooansrooosns 179 
三 .cDNA 克隆 操作 实例 coeeeeeestecsececccecoecesenteeneercesnsvensascsracecessnnenresacesennsesees 180 
第 三 节 ”cDNA 克隆 应 注意 的 问题 pe 182 
一 、cDNA 克隆 所 使 用 的 酶 制剂 ee 182 
=. PEA cDNA 合成 模板 的 于 RN 有 .ee 183 

三 、 载体 DINA5aasai2a55555ia5555502252225550555o2o225255525023323555255239ooosesosa5aaaaeawesae55se 185 

四 、 器 械 的 消毒 处 理 ooeooeovsooooovsooooovooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooosooooooovyooeseon 185 


第 二 部 分 #£ A 表达 


第 八 章 ，“ 基 因 表 送 与 几 种 表达 体系 旬 ee 187 
第 一 节 “基因 表达 的 基本 原理 ee 188 

\ bite 乳糖 和 色 氨 酸 操纵 子 的 特点 及 其 转录 翻译 元 件 ee 188 
NE 操纵 子 的 基因 表达 调节 ee oo。 191 
A 三 、 真 核 细胞 中 的 基因 表达 与 多 级 调控 ee we 193 
第 三 节 ”常用 的 基因 表达 质粒 ee w+ 194 
Lac IEF ADDL Fb eceeeecescecesscennecessceceesensssessscnsescenseneatsenseeeneseneseansenenanangas 194 

=. top 启动 子 与 人 工 合 成 tac 启动 子 的 应 用 ee 196 

=A WRAITH Ph 与 PR 两 个 启动 子 的 应 用 ee pies 199 
\) 第 三 节 Rae et eed = 199 
人 一 、 基 因 表 达 与 翻译 框架 ee 200 
=a 融合 蛋白 errr rrr rrr rrr rrr rrr rrr rrr ri 200 
第 四 节 几 种 基因 表达 体系 的 比较 PPPPTTeTTETI ETT ee 201 


第 九 章 大 肠 杆菌 体系 中 的 基因 表 近 2 PPPTTT rr er 202 


| pt 第 一 节 真 核 基因 与 原核 基因 在 结构 和 表达 调控 上 的 差异 ……… ooeooooooosvoo so。 202 
~ VQ 第 二 节 影响 真 核 基 因 在 大 肠 杆 菌 体 系 中 表达 的 因素 cece cree sososooovoo iviisoeo vi。 203 
\ ee =F) eee ee eee eee 203 
二 、 基 因 剂 量 .……… ee 205 

三 、 核 糖 体 结合 位 题 coeceeeeeeceececeesceceecenssssnsnnsaesaecensnscnseeecsenseennnanseesoesensesaneass 206 

四 、 基 因 产 物 的 稳定 性 coceecececcecenenssnssccnccsessesscsacceeseeressssnasesevensssssneeesarseceeeeess 207 

五 、 编 码 多 肽 密码 子 的 组 成 情况 ee 207 

六 、 表 达 产 物 的 构 仇 ee see sse seen ne 208 

七 、 表达 产物 的 分 子 量 大 小 9 208 

八 、 原 核 增强 序列 ee see e sse 208 

第 三 节 真 核 基 因 在 大 肠 杆 菌 中 表达 的 方式 ooooeosooooessooosooooovooooooosoooooooovoooooio。 209 

一 、 融 合 基因 -融合 蛋 身 ee ee seeeeseeseeeee ss see oo。 209 

二 、 非 融合 基因 - 非 融合 蛋 身 seees sese see ee 210 

三 、 融合 基因 - 非 融 合 蛋 白 PITITITITITITITTIT TTT ere 211 

第 四 节 真 核 基 因 在 大 肠 杆 菌 体 系 中 的 表达 设计 oooosoeosoosoosooooevooooooooovooo。 211 

一 、1lac 启动 子 。 ee ee Jit 

二 、trp 启动 子 .eve see see see ee ee eeoeee sn so eeoo sosoeovoeoooooosioovooooososooooo sos oo 216 

三 、tac 启动 于 .eeo%eo so coeeieei5eeoeeiviee5ee 219 

pg, Py Amt coc cc ccc esecenececeecces coc cecscvcccccsccedec ences ccc encesecccsococccoresesoccccceccocacoses 220 

FL, B 内 酰胺 酶 启动 子 ee ee 225 

Fry lpp 启动 子 。。9。。e9eee ee eeoeoee 225 

第 十 章 酵母 体系 中 的 基因 表达 .pe 232 
第 一 节 酵母 表达 系统 概述 ooeooeooosoeosooeoossoeooosooeosooosooooooooesoooosoosooooososoosoosesoo 232 

一 、 载 体 eee9eee9oe9 习 oo…0e0i…oee9ev 232 

二 、 启 动 子 及 其 他 控制 序列 -seensesnne ne nenoen nso 234 

HH BEEBE RE ceceececccccencsncsccecrecccecenssnsesscescoeneecsssseesonsccsassssseescesesseeceseees 236 

第 二 节 酵母 表达 系统 的 构建 eeooeooosoeosooeoooeosososeeooesoesosoosooooosoosoeoooooooosoeosooesees 236 

一 、 酵 母 启动 子 的 提取 ee 236 

二 、 表 达 载 体 的 构建 pe 239 

FRI PAN ST ASS FAR ASI | 8S t bie cencedovedeccekete das eadececcsnccnsdncegsesenden 243 

第 三 节 酵母 体系 中 的 基因 表达 eee ere errr er er rer er eee eer 248 

一 、 酵 母 菌 的 转化 ee ee 248 

二 、 酵 母 质粒 的 检测 ee 250 

第 十 一 章 哺乳 动物 细胞 受 体 系统 中 的 基因 表达 ooeooooeeoeeoooeoooooesooeosoeooososesossseosooos 255 
第 一 节 哺乳 动物 细胞 表达 外 源 基 因 概 述 ooeeooeseeooeoooosooooosoeoiesoooseoieooessooeooessis 256 

第 二 节 哺乳 动物 细胞 表达 外 源 基 因 的 必需 条 件 wo 256 

一 、 外 源 DNA 或 供 体 DNA .ee 258 

芭 丰 载 知 全 扩 商人 259 

三 、 重 组 质粒 的 改建 “peer 260 

四 、 受 体 细胞 snoeose so。 neonesooeooeoseooooeseseeosesoeooeooeoeeooeeooeeoeoeseesoeseoeeoeoeeooeos 267 


es Yili 。 


五 、 选 择 标记 和 选择 培养 基 cerecreccnececcccceccecccerecsecsacssccecseccesncsacseccncsssseacaessnsans 269 


六 、 重 组 DNA 转 染 细胞 “ee eee seee sses seesee ee soonenesine esioooooososo oosoosoosssn 271 
七 、 图 示 几 种 转化 表达 HBsAg BY RAGE rcrerreeceesereeeceeseenaaeecceeeeeseeeeececsenseeceesesensans 275 
Bet SE— CRAP ERG FE FBS FR Bcc cee ecco ete eeeeeeceneeectnesaeessensaneceseeaeecaseceerennn gas 279 
附录 二 、 大 肠 杆 菌 的 常用 菌株 各 pe Se ene ee eeeeeseecenses Seen ees 281 
附录 三 、 大 肠 杆菌 遗传 学 中 常见 的 基因 型 pp 282 
附 图 .ee Cs 283 


e viii e 


第 一 部 分 wt F oe he 


第 一 章 ” 大肠 杆菌 的 基本 知识 和 技术 
% 如 闻 


KBB (Escherichia coli) 是 现代 生物 学 尤其 是 分 子 遗 传 学 和 生物 化 学 研究 中 简 
单 而 又 极 富 成 果 的 模式 实验 系统 ， 是 生命 科学 前 沿 领 域 研究 的 主要 实验 生物 之 一 。 大 肠 
杆菌 分 布 广 , 容 易 得 到 ,营养 要 求 简单 ,生长 迅速 , 便于 实验 操作 , 被 人 们 广泛 而 深入 地 和 研 
“ 究 过 。 它 在 近代 生物 学 研究 的 各 个 阶段 ， 以 及 在 解决 重大 基础 理论 问题 上 起 了 关键 性 的 
作用 。 

Delbriick 和 Luria (1943) 以 大 肠 杆菌 及 其 噬菌体 为 材料 完成 的 仿 委 变 异 测验 
(fluctuation test) , 证 明 原核 生物 的 性 状 也 是 由 基因 决定 的 ,从 而 使 微生物 遗传 学 最 终 确 
立 为 一 门 独立 的 学 科 。J. Lederberg (1946) 证 明 大 肠 杆 菌 也 有 有 性 生殖 ,可 以 用 与 高 等 
生物 相同 的 遗传 学 原理 ， 研 究 原核 生物 的 遗传 和 变异 问题 ， 从 此 遗传 学 得 到 了 飞速 的 发 
展 。 又 由 于 举 来 遗传 学 方法 和 生物 化 学 方法 的 卓有成效 的 结合 ， 从 而 解决 了 许多 单 用 遗 
传 学 或 单 用 生物 化 学 方法 不 能 解决 的 许多 重大 问题 , 比如 代谢 途径 的 研究 、DNA 复制 、 
蛋白 质 合成 ,乳糖 操纵 子 模型 ,等 等 。 

70 年 代 出 现 的 新 技术 一 一 重组 体 DNA 技术 的 基础 研究 ， 例如 寄主 限制 性 变异 和 
DNA 限制 性 内 切 酶 的 发 现 等 ， 最 初 也 都 是 在 大 肠 杆菌 上 进行 的 。 大 肠 杆 茵 是 目前 基因 
工程 研究 中 的 最 为 完善 的 载体 受 体系 统 , 因 此 , 凡 应 用 大 肠 杆 菌 为 实验 材料 的 科学 工作 者 
对 它 的 遗传 背景 作 一 定 的 了 解 是 必要 的 。 


第 一 有 “大肠 杆菌 的 特征 及 其 细胞 结构 


一 、 大 肠 杆菌 的 分 类 特征 


Kb ABA (Enterobacteriaceae), P= KRREBAH, BAAR (2-34m 
X0.4—0.6um), ie fa FB Fe PE DR AH Bl» ATER SIR KB RED A EH th 
EL SWZ, 能 运动 ,在 琼脂 上 形成 圆 形 ARR. ARR 典型 的 大 肠 杆 
菌 菌株 能 利用 乳糖 和 发 酵 糖 产 气 , 能 由 色 氮 酸 产 生 归 | 唆 。 在 伊 红 美 蓝 培 养 基 上 菌落 圆 形 ， 
中 央 黑 色 ; 在 远 茧 氏 培 养 基 上 菌落 圆 形 红 色 , 有 金属 光泽 。 

大 肠 杆菌 除了 少数 菌株 外 , 通常 都 不 致 病 。 它 是 肠 细菌 区 系 中 的 优势 兼 性 细菌 ,与 其 
fh 2S Bb Ay Sn ES dob) ER EAB (Salmonella), SERA AB (Klebsiella), HRERAB (Shi- 
gella) FAR Vibrio) 等 细菌 共存 于 肠 道 环境 中 形成 肠 细 菌 区 系 。 它们 在 肠 道 中 就 
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像 在 实验 室 的 连续 培养 装置 中 一 样 生 长 着 ,， 同 时 又 以 高 密度 存在 。 从 遗传 学 和 进化 论 的 
观点 来 看 , 肠 道 细 蓝 区 系 中 的 不 同类 细菌 的 基因 可 以 通过 鸣 菌 体 转 导 , 溶 源 化 和 接合 作用 
等 过 程 互相 转移 ,从 而 促进 了 基因 在 亲缘 关系 较 远 的 不 同 物种 之 间 的 水 平分 布 ,增强 了 肠 
细 苗 的 变异 性 及 其 对 环境 的 适应 能 力 。 携 带 多 种 抗 药 基 因 的 R 因子 在 临床 上 有 特殊 的 重 
要 性 。 该 因子 最 初 是 在 志 贺 氏 菌 属 中 发 现 的 ， 现 在 已 知 它们 广泛 分 布 于 大 肠 杆 菌 和 沙门 
氏 菌 属 等 肠 细 菌 中 。 已 经 证 明 ,它们 无 论 是 在 体外 或 肠 道内 都 很 容易 互相 转移 ， 所 以 , 肠 
细菌 与 其 他 菌 种 相 比 表现 出 更 大 的 代谢 及 抗原 型 上 的 变异 性 ,以 及 遗传 上 的 不 稳定 性 。 正 
因为 这 样 , 即 使 大 肠 杆 菌 本 身 并 非 致 病菌 ,但 它 仍 属于 一 种 谱 在 的 病原 菌 。 


二 、 大 肠 杆菌 的 细胞 结构 
和 其 他 革 兰 氏 阴 性 细菌 一 样 , 大 肠 杆菌 具有 比 革 兰 氏 阳 性 细菌 更 复杂 的 细胞 包 被 (图 


l.1)o 
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— 拟 脂 A 
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图 1.1 ADP RBREDA, 
IRAHBEA SHEA MMs A ER. MSA SKRALTAAEIRS Meek 
外 膜 除了 能 让 小 分 子 扩散 透 过 外 ， 芯 水 的 和 亲 水 的 脂 分 子 都 很 难 通过 ， 因 此 ,通常 革 兰 氏 阴性 菌 
对 抗生素 较 不 敏感 ?可 分 泌 性 蛋白 质 只 能 育 积 在 周 质 区 。 


大 肠 杆菌 在 细胞 膜 外 面 有 一 层 与 革 兰 氏 阳 性 细菌 相似 的 以 肽 聚 糖 为 主要 成 分 的 细胞 
壁 。 与 革 兰 氏 阳 性 细菌 不 同 的 是 ， 在 细胞 壁 外 面 还 有 一 层 脂 多 糖 外 膜 。 这 种 结构 成 分 与 
细菌 的 抗原 型 有 关 。 脂 多 糖 是 热源 物质 的 主要 来 源 。 外 膜 也 是 阻挡 可 分 刻 蛋 白 分 弯 到 细 
胞 外 的 屏障 ,使 分 弯 蛋 白质 只 能 积累 在 周 质 部 位 。 

细菌 染色 体 总 是 附着 在 间 体 〈mesosome) 上 。 AIR MRA 的 细胞 浆 是 细胞 代 
谢 活动 的 场所 , 约 有 30,000 个 核糖 体 散布 在 其 中 。 

细胞 父 在 维持 细胞 形状 和 抵抗 外 界 不 良 环境 方面 起 着 重要 作用 。 在 高 次 溶液 《如 
20 多 蔗糖 ) 中 , 用 溶菌 酶 处 理 大 肠 杆 菌 细胞 ,可 将 大 部 分 细胞 壁 成 分 去 除 , 这 时 在 相差 显 微 
镜 下 可 以 看 到 原来 为 杆 状 体 的 菌 体 变 成 球形 , 即 球 质 体 〈spheroplast)。 如 果 将 细胞 壁 成 
分 全 部 去 除 , 则 为 原生 质 体 。 除 去 细胞 壁 的 大 肠 杆菌 细胞 失去 了 对 次 透 压 的 抵抗 力 , 一 且 
遇 水 立即 破裂 。 

鸣 菌 体 可 以 感染 完整 的 大 肠 杆 菌 细胞 ,使 之 裂解 ,但 不 能 感染 原生 质 体 。 说 明 鸣 菌 体 
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| RRFEHPPRRBSAASHRHPRIEHEN SA. PERKY RBARS RB 
Ste (Aa) RMB A DNA 转 染 或 被 外 源 DNA: 转化 。 原 生 质 体 转 化 已 成 为 克服 完整 细 
胞 不 出 现 感受 态 的 一 种 好 方法 ,因而 被 广泛 应 用 于 多 种 细菌 的 遗传 学 研究 。 


第 二 节 ， 大 肠 杆菌 基因 的 命名 规则 


据 估计 大 肠 杆 菌 的 整个 基因 组 可 以 编码 2,000—3,000 个 基因 ， 已 经 做 过 基因 定位 的 
约 占 1/3， 即 将 近 1,000 企 基因 s。 -为 了 叙述 方便 必须 有 一 个 大 家 共同 遵循 的 基因 命名 规 
Wo At, M. Demerec (1966) 提出 了 一 套 细 菌 遗 传 座位 的 三 字 命名 规则 ,其 中 包括 应 
标示 出 的 与 代谢 有 关 的 基因 , 虽 无 直接 关系 但 又 是 代谢 中 较 重 要 的 基因 ,药物 或 哦 菌 体 抗 
性 基因 , 某 些 与 该 细菌 生长 有 关 的 生长 抑制 基因 ， 以 及 突变 所 发 生 的 遗传 结构 改变 (如 基 
因 缺 失 , 转 座 基 因 的 出 现 等 )。 有 关 的 表示 法 将 以 下 面 令 述 的 办 法 来 命名 。 


一 、 与 代谢 有 关 的 结构 基因 


与 合成 和 分 解 代 谢 有 关 的 结构 基因 座位 ， 以 与 基因 编码 的 酶 所 参与 的 代谢 途径 的 三 
个 小 写 英文 字母 表示 。 例 如 用 lac 表示 与 乳糖 利用 有 关 的 基因 ,trp 表示 与 色 氢 酸 合 成 有 
关 的 基因 等 。 三 字符 号 后 面 加 上 一 个 大 写 的 字母 用 来 区 分 与 同一 代谢 途径 有 关 的 不 同 的 
遗传 座位 ， 例如 lac Z 和 lac Y 分别 表示 8 半 乳 糖苷 酶 结构 基因 和 乳糖 透 性 酶 的 结构 
基因 ; up A 和 trp B 分 别 表示 色 氨 酸 合成 酶 的 两 个 亚 基 的 结构 基因 等 。 对 于 同一 基因 
内 的 不 同 点 突变 则 以 阿拉 伯 数 字 表 示 , 比 如 trpA1、trpA26 等 。 如 果 只 知道 突变 基因 所 
影响 的 表现 型 ， 而 不 知道 确切 的 遗传 座位 ,: 则 在 基因 符号 后 以 一 短线 代替 大 写 的 英文 字 
母 , 以 数码 表示 分 离子 〈isolate) 的 编号 ,例如 thr-15, met-20 等 

在 大 肠 杆 菌 的 菌株 列表 中 可 以 看 到 用 诸如 E. coli K12 LE 392: sup E44, sup F58, 
hsd R514, gal K2, trp R55, met Bl, lac Y1， 这 样 来 描述 一 个 菌株 。 它 几 乎 记述 了 有 
关闭 株 的 全 部 信息 : @@ 该 菌株 属 大 肠 杆菌 K12 的 一 个 衍生 株 ，@LE392 是 衍生 菌株 的 
代号 ，@ 七 个 基因 符号 表示 该 菌株 的 特性 或 基因 型 。 通常 为 了 方便 只 需 用 大 肠 杆 菌 LE 
392 就 可 以 了 。 

除了 大 肠 杆 菌 K12 系统 的 菌株 外 ,最 常用 的 还 有 大 肠 杆 菌 B 和 C 菌株 。 它们 之 间 
的 区 别 除了 在 生理 代谢 上 略 有 不 同 外 ,对 不 同 噬菌体 感受 性 限制 修饰 酶 系统 等 也 有 区 别 。 

”一 定 的 表现 型 是 一 定 的 基因 型 在 特定 的 条 件 下 发 育 的 结果 ， 因 此 表现 型 与 基因 型 之 
间 存 在 着 福 应 关系 ,一 般 以 同样 的 三 字符 号 来 表示 表现 型 ， 只 是 第 一 个 字母 为 大 写 ,并 在 
KA LAM 十 或 , 一 ”号 以 表明 有 关 基 因 的 表现 型 状态 。 如 Lac+* 和 Lac 分 别 表示 能 或 
不 能 以 乳糖 为 唯一 碳 源 生 长 ; Trp 表示 该 菌株 的 表现 型 只 有 在 含有 色 氮 酸 的 基本 培养 基 
上 才能 生长 。 


二 、 与 代谢 无 直接 关系 的 结构 基因 


有 许多 结构 基因 ,其 基因 产物 并 不 是 代谢 链 的 某 种 酶 ,而 是 RNA 或 结构 蛋白 ,或 者 
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是 与 RNA 转录 \DNA 复制 、 蛋 白质 合成 等 生物 学 过 程 有 关 的 酶 或 多 肽 等 。 在 这 种 情况 
平 仍 以 三 字符 号 表示 ， 不 同 的 是 往往 用 几 个 英文 单词 的 字 头 缩写 。 例如 表示 与 核糖 体 大 
亚 基 中 的 某 种 多 肽 结构 有 关 的 基因 时 用 rpl (ribosomal protein large), “表示 与 辐射 损 
伤 修 复 有 关 的 酶 的 基因 用 uvr (ultra violet repair), dna 表示 与 DNA 合成 有 关 的 基 
lo rec (recombination) 表示 普遍 性 ( 同 源 性 ) 重 组 有 关 基 因 的 符号 。met Tyala T 分 别 
RNS ABA AME RNA 基因 。rrn 是 核糖 体 RNA 操纵 子 的 基因 符号 ,等 等 。 


三 、 与 药物 或 吃 菌 体 抗 性 有 关 的 基因 


这 类 基因 通常 直接 以 所 抗 的 药物 或 噬菌体 名 称 的 缩写 表示 。 例 如 str BSHRBAR 
性 有 关 的 基因 ; rif 是 与 利 福 平 抗 性 有 关 的 基因 ; ton 和 tsx 2 Tl CATS) 
Al T6 :有关 的 基因 。 基本 = S3 

抗 性 表现 型 与 前 面 介 绍 的 表示 法 相似 ,只 有 是 在 符号 的 右上 角 加 上 “r? 或 “<s” ,以 表示 抗 
性 和 敏感 表现 型 的 区 别 。 例 如 Strr/sStr 分 别 为 链 霉 素 抗 性 和 敏感 表现 型 。 

随 着 抗 性 机 制 研 究 的 进展 :对 有 些 抗 性 突变 的 实 项 已 经 了 解 。 例 如 str 是 因为 核糖 
体 小 亚 基 的 第 十 二 号 蛋白 质 的 变化 ;所 以 也 可 以 表示 为 rpsL(ribosomal protein small), 


四 、 抑 ea 


也 有 些 基 因 不 符合 上 述 基因 型 -表现 型 命名 规则 ,例如 抑制 基因 就 是 这 样 。 OF AE A 
株 不 携带 抑制 基因 ， 在 遗传 学 上 应 为 sup + 而 其 表现 型 效应 为 Sup”; 携带 折 制 基因 的 突 
变型 菌株 ， 其 基因 型 应 为 sup ， 表 现 型 效应 为 Supt, 为 了 避免 此 基因 型 与 表现 迎 的 混 ， 
浓 , 现 在 常用 数字 表示 特定 抑制 基因 的 表现 型 ,以 字母 表示 相应 的 基因 型 。 例如 Sul 表 、 
示 特 定 抑制 基因 的 表现 型 ,而 以 sup D 表示 其 基因 型 ( 表 1:1)。 如 Su 及 其 基因 型 则 不 
人 抑制 基因 的 实质 是 吸 NA 基因 的 突变 。 


表 1.1 ”大肠 杆菌 无 义 密码 系 的 抑制 基因 bad 


Hn IER | 表 型 和 被 抑制 的 无 义 密码 子 插入 的 氨基 酸 


sup D UAG 丝氨酸 
sup E UAG BRAK 
sup F UAG' 酷 氨 酸 
sup C UAG,UAA BRR 三 
sup G UAG,UAA i 
a UAG ! 亮 氨 酸 
sup U UAG BREAK 
sup V UAG,UAA 一 一 


= UGA i AE 


sup B SuB UAG,UAA 谷 酰胺 


摘自 Gorini, L., Ann. Rey. Genet., 4:107, 1970, 


es 4. 


五 、 染 色 体 结构 突变 


除了 点 突变 外 , 还 有 一 类 与 染色 体 结构 改变 有 关 的 突变 ,， 常 遇 到 的 有 缺失 和 易 位 
(translocation) 两 种 类 型 表示 缺 失 突变 的 符号 是 “人 A”。 人 和 符号 后 面 标记 的 基因 符号 为 
所 缺失 的 基因 ,例如 Aur 表示 缺失 了 与 辐射 损伤 修复 有 关 的 酶 的 基因 。 如 果 缺 失范 围 
包括 几 个 连锁 基因 , 则 将 所 缺失 的 基因 放 在 括号 内 ,如 入 (lac,pro)。 如 果 同 一 区 域 分 离 到 
多 个 独立 的 缺失 突变 型 时 , 便 在 缺失 基因 后 面 加 上 分 离子 的 编号 ;如 .Ai (gal uve B)47。 
染色 体 中 的 易 位 ,从 遗传 因子 看 ,实际 是 基因 的 转 座 (transposition)。 

可 转移 遗传 因子 是 50 年 代 初 美国 细胞 遗传 学 家 McClintock 在 玉米 遗传 学 研究 中 
发 现 的 。 这 种 因子 可 以 跳跃 转移 ( 转 座 )， 影 响 插 人 部 位 邻近 基因 的 表达 和 引起 染色 体重 
排 。 但 对 转 座 作用 的 分 子 基 础 的 研究 则 是 60 年 代 末 70 年 代 初 在 大 肠 杆 菌 和 低 等 真 核 生 
物 (酵母 菌 ) 上 完成 的 。 

在 大 肠 杆 菌 中 发 现 有 两 类 可 转移 遗传 因子 : 插 人 序列 US) 和 转 座 子 (Tn)。 二 者 的 
不 同 点 仅 在 于 后 者 除了 具有 与 转 座 功 能 有 关 的 基因 外 ,还 携带 其 他 功能 基因 ,比如 抗 性 基 
因 等 。 不 同 的 插 人 序列 的 大 小 不 同 ,DNA 序列 不 同 , 转 座 时 要 求 的 靶 序 列 的 碱 基数 也 不 
同 。 .在 大 肠 杆 菌 中 已 发 现 六 种 不 同 的 插 人 序列 ,它们 分 别 表 示 为 181，1IS2.……* IS5 和 
16, 7s 
不 同 转 座 子 所 携带 的 功能 基因 不 同 , 按 其 结构 及 转 座 特 性 又 可 分 为 三 种 类 型 : .IJS. 型 
复合 转 座 子 ，Tn3 型 转 座 子 和 噬菌体 pw。 

IS .Ta FMEA “的 共同 特性 是 它们 都 能 以 一 定 的 机 率 或 多 或 少 随 机 地 插 人 细菌 
染色 体 或 其 他 复制 子 中 ,中 断 插 人 部 位 基因 的 功能 ， 引 起 基因 突变 ;或 者 影响 邻近 基因 的 
Riko 表示 转 座 作 用 的 符号 为 ":: ”例如 gal::Tnl0 表示 Tnl0 插 人 大 肠 杆 菌 基 AAW 
gal 操纵 子 内 并 引起 突变 。 ene 

由 于 重组 体 DNA 技术 的 广泛 应 用 ， 人 为 的 转 座 作 用 几乎 彼 倒 熙 是 。 实际 上 重组 体 
DNA 分 子 也 可 以 用 “: :表示 。 例 如 将 2 轰 茵 体 基因 组 的 一 个 已 知 限制 性 内 切 酶 王 coRI 栈 
QR C 重组 到 质粒 pBR322 上 ,所 得 到 的 杂种 质粒 也 可 以 记 为 .pBR322::1EcoRI-C。 

无 论 是 缺失 或 转 座 都 有 可 能 得 到 基因 融合 突变 型 。 如 果 相 邻近 的 两 个 结构 基因 之 间 
缺失 一 个 片 疏 ,这 时 两 个 基因 的 部 分 结构 序列 将 拼接 在 一 起 ,出 现 基因 融合 。 当 该 DNA 
HERR mRNA 时 ,融合 基因 可 以 产生 一 个 杂种 的 mRNA 分子, 从 而 有 可 能 翻译 成 
具有 其 中 一 种 功能 或 同时 具有 两 种 功能 的 融合 蛋白 。 表示 融合 的 符号 为 “4d2， 例 如 
aC Tie lacZ) RMHARBARKAKHE-BS 6 半 乳 糖 背 酶 基因 形成 的 一 个 融合 基 
,转录 方向 为 tpg Nae % 

位 K 促 进 子 和 操纵 子 ) 与 任何 一 个 结构 基因 融合 称 为 操纵 
子 融合 ,其 表示 符号 基本 相同 。 例如 He ideas dia 意 即 有 活性 的 & 半 乳 糖 昔 酶 是 在 色 
氨 酸 操纵 子 的 控制 下 合成 的 。 

操纵 子 融合 可 以 用 来 研究 一 些 不 便 检 测 的 操纵 子 表达 的 调控 机 制 。 上 例 中 可 以 通过 
lac Z 基因 的 表达 来 研究 trp 操纵 子 的 表达 控制 规律 。 


Aw. 其 他 


此 部 分 包括 原来 不 是 细菌 染色 体 上 的 基因 ,如 性 因子 ,其 他 质粒 或 噬菌体 等 ， 它们 通 
过 整合 ,转移 到 细菌 染色 体 中 。 
上 表 示 细 菌 性 别 状 态 采 用 的 符号 
FEF- 表 示 无 FE 因子 (性 因子 )。 
F+ 表 示 携 带 质 粒状 态 的 F 因子 。 
F' 表示 携带 有 宿主 染色 休 片 眉 ( 基 因 ) 的 王 因子 。 
Hir 表示 所 携带 的 F 因子 以 整合 在 细菌 染色 体 上 的 状态 存在 。 
“2. 表示 携带 原 吃 菌 体 或 质粒 
E. coli K12 (1) 表示 该 菌株 携带 1 RK EL. coli K12 (pBR 322) 表示 携带 
质粒 pBR 322, 
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遗传 性 和 变异 性 是 一 切 生 物 的 基本 属性 。 大 肠 杆菌 作为 一 个 物种 而 区 分 于 其 他 物种 ， 
在 形态 .生理 生化、 遗传 特性 上 是 很 稳定 的 。 人 人 ciate i 发 
现 这 种 稳定 性 又 是 相对 的 。 


一 、 大 肠 杆菌 的 变异 性 


各 种 生物 的 特性 都 列 藏 在 其 遗传 物质 一 “DNA 分 子 的 -级 结构 中 ,由 于 DNA 的 半 
保守 复制 机 制 才 使 得 各 种 生物 的 特性 得 以 世代 相传 ,表现 为 遗传 性 的 稳定 性 。 即使 在 站 
IRAE DNA 的 复制 也 会 因为 个 别 核酸 碱 基 的 互 变异 构 体 的 出 现 ,或 正在 复制 中 的 
DNA 双 链 出 现 局 部 瞬时 环 突 ， 而 引起 的 碱 基 的 置换 或 个 别 碱 基 的 缺失 和 插 人 ,从 而 导致 
基因 的 自发 突变 (图 1.2)。 诱 变 剂 的 作用 只 是 对 这 类 变化 起 了 促进 作用 而 已 。 

当 我 们 检测 不 同 基因 的 稳定 性 时 ， 会 发 现在 一 定 条 件 下 不 同 基因 表现 出 不 同 的 突变 
率 ( 表 1.2)。 可 见 基因 的 自发 突变 率 ( 即 在 自然 情况 下 基因 在 细胞 经 历 一 次 细胞 分 裂 时 发 
生 突 变 的 机 会 ) 通 常 是 很 低 的 。 

如 果 以 表现 型 特征 的 改变 ,而 不 是 以 特定 基因 的 突变 为 依据 来 考查 突变 率 时 ,突变 率 
最 然 是 相当 恒定 的 ， 但 这 二 表现 型 相似 的 特征 的 变化 可 能 是 所 研究 的 性 状 有 关 的 某 二 不 
基因 突变 的 结果 。 如 以 大 肠 杆 菌 由 不 依赖 组 氨 酸 (His+) 突变 为 依赖 组 扼 酸 〈His-) :的 
表现 型 改变 为 例 ; 已 知 大 肠 杆 菌 组 氨 酸 的 生物 合成 过 程 是 由 前 体 5- 磷 酸 核糖 焦 磷 酸 开始 
经 相继 的 9 个 反应 步骤 完成 的 。His+ > His- 的 突变 率 〈1 Xx 10) 实际 上 是 合成 途径 有 
关 的 9 个 基因 的 所 有 可 能 发 生 突变 的 位 点 的 突变 效应 的 总 和 。 由 His” 一 His+ poe ae 
(3 义 10-*) 则 不 同 ， 它 通常 只 反映 组 氨 酸 侣 成 途径 的 与 某 一 特定 反应 步骤 有 关 的 基因 的 
回复 突变 的 结果 。 这 也 可 以 解释 正 向 突变 (His+ 一 His”) 比 回 复 突 变 (His 一 His*) 的 
突变 率 高 300 倍 的 原因 ( 表 1.2)o 
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1.2 自发 突变 的 机 制 。 
左 图 工 示 出 正常 情况 下 酮 式 构 型 的 胸腺 喀 喧 与 腺 叮 叭 配对 ; II 为 烯 醇 式 构 型 的 胸 
腺 喀 了 啶 与 鸟 厌 叭 配对 ,从 而 引起 转换 突变 。 右 图 为 正在 复制 中 的 DNA 由 于 有 瞬息 的 
环 突变 化 引起 碱 基 的 缺失 和 插 人 。 1 RB MEARS U 示 两 个 碱 基 环 突 。 


表 1.2 大 肠 杆菌 某 些 基因 的 自发 突变 率 


发 生 突变 的 基因 RAK 源 


1X10-2 J. Bact., 57, 565, 1949 


REBAR (1,000ug/ml) 
抗 辐射 
抗 噬菌体 T3 

DUM Bt Tl 

组 氨 酸 缺陷 突变 (hist—>his~) 
组 氨 酸 回复 突变 Chis-—>his*) 
半 乳 糖 不 发 酵 〈gal* 一 8al-) 


1x107° Genet., 32, 639, 1951 


1107” Genet., 30, 119, 1945 
110-8 Genet., 28, 491, 1943 


1x10-* Genet., 36, 460, 1951 


3107 Genet., 34, 72, 1949 


P10" J. Bact., 85:244, 1963 


正 因为 突变 不 时 发 生 ， ,所 以 在 实际 工作 中 即使 我 们 的 操作 十 分 仔细 ,也 有 可 能 出 现 菌 . 
对 于 生物 的 变异 现象 要 有 所 分 析 ， 首 先 要 将 遗传 性 变异 (基因 型 变异 ) 和 环境 变异 引 
起 的 (对 环境 的 适应 ) 这 两 类 不 同 的 变异 现象 区 分 开 来 。 例 如 我 们 经 常 做 大 肠 杆菌 的 转化 
实验 ,为 了 得 到 高 感受 态 细 胞 ， -除了 要 掌握 好 菌 的 生长 期 外 ,还 妥 控 制 好 培养 条 件 。 I 通常 
我 们 都 采用 LB 培养 基 , 并 在 37"C 通 气 培养 ， ， 便 可 达到 目的 。 如 采 一 切 条 件 都 不 变 , 而 只 


是 在 305 下 通气 培养 ;或 者 虽 在 37*C 通 气 培养 ,但 不 注意 菌 的 生长 期 ,都 不 能 得 到 良好 的 
感受 态 细胞 。 这 是 一 种 变异 现象 ,但 它 并 不 是 遗传 性 变异 ,而 是 环境 变异 引起 的 。 因 为 当 
用 上 面 所 得 到 的 感受 态 不 好 的 细菌 悬 液 重 新 接种 并 在 37°C 下 培养 ， 控 制 生 长 期 , 仍 可 得 
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到 良好 的 感受 态 细胞 。 这 说 明 在 实验 中 操作 规范 化 的 重要 性 ， 只 有 操作 规范 化 才能 得 到 
可 重复 的 实验 结果 。 


二 、 大 肠 杆菌 的 菌株 及 其 特性 的 鉴定 


通常 在 进行 某 一 细菌 实验 时 并 不 需要 考虑 其 在 分 类 上 的 地 位 ， 只 要 选用 一 定 实验 目 
的 的 特定 菌株 即 可 。 当 手头 或 搜集 保藏 中 没有 自己 所 需要 的 菌株 时 ， 可 以 自己 动手 筛选 
或 者 构建 某 一 菌株 。 

上 述 所 指 的 菌株 就 是 携带 一 定 遗 传 标 记 的 克隆 。 两 个 克隆 之 间 只 要 有 一 个 遗传 标记 
不 同 ， 它 们 便 属 于 不 同 菌株 。 例 如 正常 的 大 肠 杆 菌 能 发 酵 乳 糖 (Lac+)， 但 可 以 从 这 个 
细胞 群体 中 分 离 得 到 不 发 酵 乳 糖 的 突变 型 克隆 〈Lac-)， 这 时 将 它们 分 别 表示 为 大 肠 杆 
菌 lac+ 和 大 肠 杆 菌 lac- 两 个 菌株 ,所 以 菌株 是 以 特定 的 特性 或 性 状 来 区 分 的 。 

为 了 达到 预期 的 实验 结果 ,不 仅 在 实验 开始 前 要 选用 合适 的 菌株 ,而 且 在 实验 过 程 中 
要 防止 菌株 的 混杂 或 丢失 。 

如 何 选 择 合适 的 菌株 呢 ? 例如 研究 recA 基因 对 紫外 线 致 死 效应 的 影响 ， 就 应 当选 
用 rec A- 和 rec A+ 两 个 菌株 做 实验 。 为 了 排除 其 他 基因 对 实验 结果 的 干扰 ,二 者 还 应 是 
等 基因 菌株 , 即 所 选 的 菌株 除了 要 研究 的 个 别 或 几 个 基因 彼此 不 同 外 ,它们 的 遗传 背景 应 
尽量 相同 。 否 则 所 得 结果 将 缺乏 可 比 性 。 例 如 图 1.3 中 的 大 肠 杆 菌 HBI01 和 1046, 虽 然 
都 是 rec AW ,但 对 紫外 线 辐射 的 反应 能 力 不 尽 相同 , 后 者 比 前 者 敏感 得 多 ,这 主要 是 它们 
的 遗传 背景 不 同 的 缘故 。 

构建 上 面 所 讲 的 等 基因 菌株 是 比较 麻烦 的 。 严 格 地 讲 , 经 诱 变 饰 选 得 到 的 _rec ABE 
HAE recA+ 野 生 型 菌株 的 等 基因 菌株 。 所 以 ,为 得 到 相应 的 rec A- 等 基因 菌株 ,就 
需 以 经 诱 变 筛 选 得 到 的 rec _A- 菌 株 为 供 体 , 通 过 转化 或 转 导 使 recA+ 野 生 型 菌株 变 成 为 
recA- 菌 株 。 这 样 得 到 的 recA- 菌 株 ,一 般 说 来 除了 recA 基因 不 同 外 ， 其 遗传 背景 才 是 
相同 的 。 

由 于 大 肠 杆 菌 已 被 大 们 广泛 而 深入 地 研究 过 ,有 十 分 丰富 的 菌 种 保藏 。 但 是 ,由 于 基 
因 突 变 等 原因 ;即使 从 工作 细致 的 实验 室 索取 的 菌株 ,也 难免 因 回复 突变 或 混杂 等 原因 而 
出 现 差错 ;所 以 在 正式 用 作 实验 菌株 之 前 , 仍 应 对 其 有 关 特 性 一 一 进行 鉴定 。 各 类 突变 基 
因 的 鉴别 方法 如 下 。 

对 药物 抗 性 标记 不 仅 需要 检测 其 抗 性 标记 是 否 存在 ;还 应 确定 其 抗 药水 平 ; 即 测定 药 
物 对 待 测 菌 株 的 最 低 抑 菌 浓度 。 方 法 是 先 配制 一 含 较 高 浓度 抗生素 的 液体 培养 基 ， 然 后 


再 作 (二 ) 的 系列 稀释 ,分 装 成 含 不 同 浓度 抗生素 的 培养 液 的 系列 小 管 。 将 待 调 苗 以 做 湾 


BEA 10〈 蓝 落 形成 单位 )/ml 接 人 各 管 中 ,37%C 温 箱 培 养 18 一 24 小 时 后 ， 观 察 生 长 情况 
《图 1.3)。 最 低 抑 菌 浓度 应 为 出 现 生 长 的 那 一 试管 中 抗生素 浓度 的 二 倍 。 检 测 时 要 以 敏 
感 菌 为 对 照 。 
对 营养 缺陷 型 标记 的 检测 可 按 J. Miller 主编 的 《分 子 遗 传 学 实验 》 有 关 部 分 进行 s 
限制 修饰 系统 缺陷 突变 型 的 检测 需 借 助 于 已 知 的 限制 作用 和 修饰 作用 的 突变 型 和 鸣 
菌 体 进行 。 例 如 已 知 大 肠 杆 菌 C 菌株 不 带 有 大 肠 杆菌 K12 菌株 的 限制 修饰 系统 所 以 是 
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1.3 利用 recA Ba AT ES ER RAB RG SM A By TE WE 

图 中 大 肠 杆 菌 人 802 ARERR recA BRAN RARE AIR GE 
修复 能 力 , 而 变 得 对 紫外 线 很 敏感 。 只 要 紫外 线 剂量 合适 便 可 得 到 右 侧 的 生长 
图 相 5 HB101 和 1046 对 紫外 线 敏感 性 的 差异 ,反映 出 二 菌株 在 遗传 上 的 差异 。 


表 1.3 大 肠 杆 菌 不 同 菌株 的 限制 修饰 作用 - 
eee: eae: 


K12 B. Kit K12 


(hsdRt hsd Mx) (hsdRK hsd Mi) 


C. ABE . 
(hsdRK hsdMFK) = 


Aa 1 1 1 
As 1 (. 1 lo- 
Ac 10-* 1 e 1 


表 内 数字 表示 平板 效率 。 
Aare, Ac 分 别 代表 由 寄主 AB 和 C 产 生 的 入 噬菌体。 


大 肠 杆 菌 K12 限制 性 内 切 酶 和 修饰 酶 基因 的 双重 缺陷 型 (hsd Rx hsd Mz), 以 大 肠 
杆菌 G 菌株 为 寄生 繁殖 产生 的 1 噬菌体 ;其 DNA 自然 未 被 hsd M 志 基因 产物 修饰 。 所 
以 ; 当 以 这 种 鸣 菌 体感 染 大 肠 杆菌 人 12 hsd Rg hsd M 志 菌株 时 ， 将 不 出 现 或 极 少 出 现 
CLO) MABE KAA MAH K12 菌株 的 hsd Rt 基因 产物 将 进入 细胞 的 未 被 修 
饰 过 的 1 噬菌体 DNA 降解 了 。 如 果 同 样 的 喉 菌 体感 染 大 肠 杆菌 K12 hsd Rg hsd ME 
BR, 则 出 现 大 体 与 以 大 肠 杆 蓝 :C HERA ARRAS. KET 
株 的 限制 修饰 系统 的 基因 型 。 

重组 缺陷 突变 型 菌株 (rec A-) 的 检测 可 通过 两 种 方法 进行 : 第 一 种 方法 是 利用 重 
组 缺陷 菌株 对 紫外 线 辐射 的 高 度 敏 感性 。 具体 做 法 是 将 缺陷 型 与 野生 型 菌株 划 平 行 线 接 
种 在 平板 上 , 用 紫外 线 进 行 剂量 梯度 照射 后 放 在 温 箱 内 培养 过 夜 ,观察 生长 情况 = 如 果 紫 
外 线 剂量 合适 应 出 现 如 图 1.4 的 图 像 。 此 法 的 优点 是 简便 易 行 。 

第 二 种 方法 是 通过 测定 其 同 源 重组 能 力 的 有 无 。 比 如 大 肠 杆 菌 LE 392 和 大 肠 杆菌 
1046 分 别 为 recA+ 和 recA” 菌株 。 若 以 大 肠 杆菌 RR1 为 宿主 制备 的 P1 MRK Me 
导 这 两 个 菌株 ,并 筛选 链 霉 素 抗 性 转 导 体 transductaat)。 结 果 可 以 得 到 大 肠 杆菌 LE392 
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1.4， 抗 生 素 最 低 抑 菌 浓度 (MIC) 的 测定 。 
(4) >( 二 ) 表示 在 培养 基 中 抗生素 的 浓度 。 第 一 排 为 对 照 (敏感 菌 ) 第 二 排 
A. IIE 18 一 24 小 时 后 。 对 照 获 第 8 、7 管 生长 ;实验 将 在 第 8 、7、 
6 、5 管 生长 所 以 MIC Ham (+) 和 (十 ) 。 on 

sh 转 导 体 , 但 不 能 得 到 大 肠 杆菌 AB 1157 的 链 霉 素 抗 性 转 导 体 。 说 明 后 者 是 重组 缺陷 型 
菌株 。 有 关 普 遍 性 转 导 的 具体 方法 可 参阅 盛 祖 嘉 主编 的 《微生物 遗传 学 实验 》 一 书 。 

一 个 菌株 如 果 被 其 他 杂 菌 污染 ， 一 般 可 以 通过 划 线 或 稀释 分 离 单 菌 落 等 微生物 学 技 
术 来 解决 o 在 一 个 被 杂 菌 严重 污染 以 致 大 肠 杆 蓝 已 成 为 劣势 菌 种 的 情况 下 ,可 采用 肠 细 菌 
的 鉴别 培养 基 , 如 麦 康 凯 〈《McConkey) 培养 基 。 在 这 种 培养 基 上 大 多 数 革 兰 氏 阳性 细菌 
都 不 能 生长 ,因此 有 利于 肠 细 菌 的 分 离 。 


三 、 大 肠 杆菌 菌株 的 保存 方法 


茵 种 的 变异 主要 发 生 在 传代 过 程 中 ， 静 息 细胞 发 生 突变 的 机 率 是 非常 低 的 。 因 此 为 
了 防止 获得 的 菌株 丢失 , 需 及 时 将 它们 保存 起 来 。 保 存 方法 可 分 为 短期 .中 长 期 和 长 期 三 
种 。 

1. 短 期 保存 

所 谓 短期 保存 是 指 1 一 3 个 月 时 间 内 的 保存 。 该 法 适用 于 正在 使 用 中 的 工作 菌株 。 通 - 
常 采用 斜面 或 划 线 分 离 的 单 菌落 平板 置 4*c 冰箱 保存 。 

短期 保存 的 期 限 除 了 受 培 养 基 及 保存 条 件 影响 外 ， 也 与 菌株 的 特性 有 关 。 大 肠 杆 蓝 
K12 菌株 作为 实验 菌 种 已 在 人 工 条 件 下 生活 了 50 多 年 , 生活 力 已 经 减弱 ,保存 期 限 一 般 
不 超过 三 个 月 , 即 每 隔 三 个 月 应 转换 一 次 ,否则 保存 的 菌株 将 因 死亡 而 丢失 。 许 多 突变 型 
菌株 生活 力 更 低 , 例 如 大 肠 杆 菌 X1776 的 斜面 保存 期 不 能 超过 一 个 月 。 

用 于 实验 工作 的 短期 保存 最 好 采用 划 线 分 离 的 单 菌 落 平 板 ， 这 样 一 方面 可 达到 短期 
保存 的 目的 ,同时 每 次 实验 从 单一 菌落 开始 ,可 以 减少 菌株 污染 或 异 质 性 而 干扰 实验 结果 
的 可 能 性 。 
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2. 中 长 期 保存 

为 弥补 短期 保存 的 缺陷 ,而 又 不 具备 长 期 保存 的 条 件 时 ， 可 采用 中 长 期 保存 。 保 存 
方法 有 二 。 

(1) 穿刺 琼脂 保存 。 将 无 糖 营养 琼脂 培养 基 〈 见 附录 一 ) 分 装 于 3 或 5ml 的 小 型 螺 
帽 管 , 培养 基 高 度 约 为 瓶 高 的 3/5. 灭 菌 后 ,用 接种 针 将 待 保存 菌 种 针 刺 接 人 管内 ，37% 
培养 过 夜 ,然后 以 蜡 膜 或 石蜡 密封 管 口 , 室 温 保 存 。 此 法 可 保存 1 一 3 Fo 

(2) 低温 甘油 保存 。 将 待 保 存 菌 株 转 接 LB 培养 基 , 待 生长 至 对 数 期 , 取 等 量 悬 液 加 
人 装 有 甘油 的 无 菌 小 螺 帽 管内 (50% 革 油 ) 混 匀 ;密封 后 置 一 20" 低 温 冰箱 冷藏 。 此 法 
简单 易 行 ,可 保存 1 一 2 年 。 

(3) 长 期 保存 。 方 法 同 (2)。 取 革 县 流 加 入 装 有 甘油 的 小 如 由 管内 10 用 甘油 )， BY 
后 立即 置 干 冰 - 丙 酮 浴 冷 冻 , 置 一 70*c 超 低温 冰箱 保藏 。 此 法 可 保藏 5 一 10 年 或 更 长 。 如 
有 超低温 冰箱 ,这 是 十 分 可 取 的 方法 。 | 

。 如 有 冷冻 干燥 设备 ,采用 冻 王 法 亦 可 达到 长 期 保存 效果 。 
在 实际 工作 中 往往 是 短期 保存 与 中 长 期 或 长 期 保存 结合 使 用 。 


第 四 证 大 肠 杆 区 的 营养 和 生长 


人 RANG FFBMOHT SER AE RRA RESALE 
的 生理 状态 的 必要 前 提 。 


一 、 大 肠 杆菌 的 营养 


二 生物 都 能 雁 外 界 环境 中 摄取 营养 ;并 按 其 固有 的 方式 ,同化 所 吸收 的 营养 物质 构成 它 
们 的 身体 ,并 完成 生长 和 繁殖 过 程 uo 不 同 微生物 因 长 期 适应 不 同 的 生活 环境 而 有 不 同 的 营 
KER. 大 肠 杆 菌 属 腐生 性 细菌 ,进化 过 程 中 因 长 期 适应 于 多 变 的 生活 条 件 ; 营 养 要 求 比 
较 简单 :野生 型 的 大 肠 杆 菌 可 以 在 无 机 盐 及 仅 含 一 种 有 机 碳 源 的 合成 培养 基 上 生长 。 ; 

合成 培养 基 中 的 无 机 盐 , 一 方面 提供 组 成 细菌 菌 体 的 元 素 , 同 时 也 起 着 维持 渗透 压 平 
衡 和 pH 的 作用 。 ss 

虽然 大 肠 杆菌 能 在 营养 成 分 简单 的 合成 焙 养 基 上 生长 ,但 为 了 一 定 的 实验 目的 ,人 们 
常常 利用 天 然 成 分 组 成 的 有 机 培养 基 来 培养 它 , 最 常用 的 有 机 培养 基 便 是 LB 培养 基 。 

野生 型 大 肠 杆菌 可 以 在 合成 培养 基 上 正常 生长 繁殖 ， 而 营养 缺陷 型 只 能 在 合成 培养 
基 中 加 入 所 需 物 质 ( 氨 基 酸 、 维 生 素 或 核酸 碱 基 等 ) 才 能 生长 。LB 培 养 基 的 营养 成 分 比较 
完全 ,无 论 是 野生 型 还 是 缺陷 型 菌株 一 般 都 可 以 生长 。 因 为 LB 培养 基 中 含有 各 种 营养 物 
质 , 因 此 当 大 肠 杆菌 在 这 种 培养 基 上 生长 时 ,其 大 分 子 (蛋白 质 、 核酸 等 ) 的 合成 无 需 从 氨 
基 酸 、 碱 基 等 小 分 子 成 分 的 合成 开始 ， 所 以 生长 速度 要 比 在 合成 培养 基 中 生长 时 快 得 多 。 
尽管 如 此 ,在 筛选 缺陷 型 ,或 用 同位 素 标 记 法 研究 蛋白 质 、 核 酸 的 合成 等 , 仍 须 使 用 合成 培 
养 基 。 


二 、 大 肠 杆菌 在 固体 培养 基 上 的 生长 


在 国体 培养 基 表 面 ,二 个 细菌 细胞 经 过 分 裂 最 终 将 形成 一 个 菌落 。 由 于 一 个 站 
的 10°10? 个 细胞 都 是 同 二 祖先 细胞 的 后 代 , 所 以 它 实际 十 就 是 二 个 克隆 。  ”， 

在 实验 中 为 了 进行 活 菌 计数 、 培 养 物 的 分 离 纯化 或 进行 菌落 形态 结构 研究 ， amen 
固体 平板 培养 法 。 

1. 活 菌 计数 

实验 中 人 们 经 常 采用 光 密 度 法 或 比 浊 法 估算 菌 悬 液 的 菌 体 浓度 。 之 所 以 能 这 样 做 是 
因为 事先 做 过 光 密 度 或 浊 度 与 活 菌 数 的 相关 曲线 。 可 见 固体 平板 法 乃 是 光 密 度 法 或 比 和 
EHO SETH 

在 许多 实验 中 , PATI HOR EE PAO I PE I, 3 FS 
才能 测定 出 来 。 固 体 平板 法 的 具体 做 法 是 ,将 菌 悬 液 作 1:10 ORE, OER, 
后 经 一 定时 间 保 温 培养 ， 取 菌落 数 在 100 一 400 之 间 的 平板 进行 计数 ,再 按 稀释 倍数 换算 
成 原 菌 悬 液 的 活 菌 浓度 。 例 如 取 0.1ml 10-5 和 释 度 的 菌 悬 液 平 板 计 数 平 均 为 160 个 菌落 ， 
那么 原 菌 悬 液 的 活 菌 浓度 推算 为 1.6.X 10°/ml, 

在 采用 固体 平板 法 测定 活 细胞 数 时 ,计数 的 准确 性 是 有 限 的 ,这 是 因为 取样 有 误差 的 
缘故 。 在 上 述 例子 中 标准 差 等 于 菌落 计数 的 平方 根 ， 即 等 于 W160 —12.6( 57.9% ) Bl 
实际 菌 浓 度 在 1.6 X 10: 士 1.3 X 10’/ml 范围 内 。 为 了 使 计数 准确 ,除了 需 做 若干 重复 平 
板 外 ,还 应 注意 所 用 的 器 严 要 清洁 ,操作 要 严格 。 

2. 培养 物 的 分 离 纯 化 

这 里 所 说 的 纯化 有 两 重 含意 ; 一 种 含意 是 指 培养 物 是 否 被 杂 菌 污染 ， 即 从 物种 概念 
上 讲 是 否 还 是 二 个 纯 种 。 这 可 以 从 分 类 特征 来 鉴别 。 另 一 种 含意 是 指 所 保存 的 菌株 在 遗 
传 上 是 否 还 是 一 个 克隆 ， 即 所 有 细胞 是 否 仍 具有 相同 的 特性 ( 即 相同 的 基因 型 )。 为 了 解 
决 这 两 个 问题 都 需 采 用 固体 平板 法 进行 单 菌 落 分 离 鉴 定 。 具 体 做 法 可 以 用 稀释 分 离 ， 也 
可 以 进行 平板 划 线 分 离 (图 1.5)。 为 了 达到 良好 的 分 离 效 果 ,通常 采用 三 区 划 线 法 :第 二 


图 1.5 平板 划 线 纯化 法 。 
开始 划 第 二 区 和 第 三 区 前 应 对 接种 环 进行 火焰 灭 菌 ， 这 样 在 第 二 区 尤其 是 第 三 
区 将 出 现 许 多 单 菌落 ,达到 分 离 纯化 的 目的 。 


1 


区 细菌 密度 很 高 ,而 且 划 完 第 一 区 后 ， 接 种 环 上 仍 携带 大 量 待 分 离 的 细菌 ,所 以 应 用 火焰 


灭 菌 后 ,再 由 审 二 区 划 线 的 红 点 开始 作 第 二 .三 区 划 线 。 这 样 操作 的 结果 往往 是 第 一 区 表 


现成 片 生长 ,而 第 二 区 、 第 三 区 出 现 许多 单 菌落 。 
:如 果 保 存 的 菌株 被 污染 ;那么 至 少 要 进行 连续 两 次 纯化 操作 ,并 同时 对 蓝 株 的 遗传 标 
记 一 一 进行 检验 ， 将 符合 原 菌 株 特 性 的 克隆 重新 保存 起 来 。 如 果 纯 化 后 原 菌 株 的 遗传 标 
记 已 部 分 或 全 部 丢失 ,那么 此 菌株 也 就 不 存在 了 。 


三 、 大 肠 杆菌 在 液体 培养 基 中 的 生长 


对 生物 化 学 研究 来 说 ,细菌 生长 常 被 定义 为 细胞 重量 (生物 量 ) 的 增长 ,而 对 遗传 学 研 
究 来 说 ,细胞 数 的 增加 是 更 为 合适 的 指标 。 在 恒 态 生长 时 ,二 者 是 一 致 的 ， 而 当 环 境 条 件 
变化 时 ,两 者 就 有 所 不 同 。 下 面 着 重 讨 论 以 细胞 数量 变化 来 研究 生长 的 方法 。 


《一 ) 生长 周期 


大 肠 杆 菌 细胞 呈 杆 状 ,在 生长 过 程 中 杆 状 体 的 直径 保持 不 变 ; 通 过 杆 的 延长 ， 然 后 由 
杆 的 中 央 一 分 为 二 ,成 为 两 个 等 同 的 子 细胞 。 新 产生 的 子 细胞 继续 延长 , 当 达 到 原 长 度 的 
两 倍 时 ， 它 们 再 次 一 分 为 二 ,成 为 四 个 子 细胞 (图 1.6)o 


tos eat 
; 
oe 
So apes 
arr, pe mera 


图 1.6 细菌 的 生长 和 繁殖 方式 。 
世代 时 间 引 是 指 一 个 细菌 自 其 形成 到 它 分 裂 成 二 个 子 细胞 之 阁 的 时 间 间 隔 。 


在 最 适 条 件 下 ,细菌 的 生长 呈 指 数 特 征 ,被 称 为 对 数 生 疼 期 。 然 后 终 因 营养 条 件 的 限 
制 或 因 自身 代谢 产物 的 抑制 作用 ,而 更 经 常 的 是 二 者 的 共同 影响 使 生长 速率 减缓 , 以 至 最 
终 停 止 生长 ,达到 了 平衡 期 。 

细菌 细胞 在 由 对 数 生 长 期 转 到 平衡 期 的 过 程 中 ,细胞 的 代谢 活性 、 结 构成 分 等 发 生 许 
多 深刻 的 变化 ,细胞 体积 也 变 得 比较 小 。 :大 肠 杆菌 在 生理 生化 方面 的 许多 变化 是 相似 的 。 
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” 当 以 平衡 期 细胞 转 接 新 鲜 培 养 基 时 ,细胞 并 不 立即 进 估 活跃 的 生长 期 ,而 要 经 历 一 介 : 
细胞 重量 增加 而 不 表现 细胞 数量 变化 的 时 期 一 一 延 滞 期 。 这 是 一 个 适应 时 期 ， HRN 
TREK FEAR RAN EDA RH Ye X At Ro ; 

在 一 定 的 培养 基 及 培养 条 件 下 ， 细 菌 的 世代 时 间 是 相对 恒定 的 , 可 由 图 上 1H R 
出 。 


光 密 度 (550nm) 
细胞 数 /ml 


培养 时 间 (小 时 ) 


图 1.7 细菌 在 沪 体 搁 养 基 中 的 生长 曲线 。 
停 兆 期 对 数 生长 期 和 平衡 期 分 别 为 0 一 1 小 时 、1 一 3 小 时 和 3 小 时 以 后 。 图 中 世代 时 间 为 60 分 钟 。 


在 实际 工作 中 常用 490 一 550nm 波长 范围 内 的 光 密 度 值 表示 菌 的 生长 情况 。 采 用 这 
个 范围 的 波长 是 因为 波长 越 短 光 散射 作用 越 大 ,而 波长 低 于 490nm 时 由 消毒 产生 的 黄色 
物质 的 吸收 作用 增强 。 采 用 光 密 度 法 测定 时 , 菌 浓度 在 0.01mg/ml( 约 10 细 胞 /ml) 至 0.5 
mg/ml 范围 内 与 光 吸 收成 线性 关系 。 C 

由 生长 曲线 很 容易 判断 出 细菌 的 生长 阶段 以 指导 我 们 的 实验 工作 。 同 时 也 便于 直 
观 判断 细菌 在 特定 条 件 下 的 世代 时 间 ( 图 7), 众 而 预期 经 历 一 定时 间 间 隔 的 光 密 度 或 细 
Ifo 

细胞 处 在 不 同 生 长 期 具有 不 同 的 生理 状态 ， 因 此 在 实验 中 应 十 分 注意 掌握 菌 的 生长 
期 。 为 了 得 到 大 肠 杆 菌 的 感受 态 细胞 ,以 取 中 对 数 生长 期 细胞 为 宜 。 平 衡 期 细菌 几乎 不 
能 得 到 感受 态 细胞 。 为 了 提取 染色 体 DNA 则 以 取 晚 对 数 期 细胞 为 宜 ， 因 为 这 时 不 仅 
可 以 得 到 足够 量 的 细胞 ,而 且 细 腹 对 溶菌 酶 也 较 敏 感 ， 容 易 得 到 质量 好 的 染色体 DNA。 
提取 质粒 则 常 采 用 平衡 期 细胞 。 一 般 采 用 过 夜 培养 物 , 但 培养 时 间 不 宜 过 长 ,例如 不 要 采 
用 超过 24 小 时 的 老 培养 物 ,因为 培养 时 间 过 长 的 老 培 养 物 中 含有 许多 死亡 细胞 ， 并 且 由 
于 自然 选择 的 缘故 ,在 一 些 存 活 细胞 中 质粒 可 能 自发 消除 或 发 生 其 他 结构 上 的 变化 。 


(=) 对 数 生长 期 的 动力 学 


细菌 在 经 历 延 滞 期 后 ,随即 便 转 人 对 数 生长 期 ,这 时 细菌 细胞 数 的 增加 速率 可 用 下 式 
表示 : 

dN/dt = KN (1) 

或 N, = Noe* (2) 

ih: RIAs N, 为 时 间 + MAK: No 为 实验 开始 时 @) 的 菌 数 。 可 见 在 对 数 
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生长 期 ,细菌 数 的 增加 是 时 间 的 指数 函数 。 因 此 , 若 以 菌 数 的 对 数 对 时 间作 图 便 可 得 到 ~- 
条 生长 曲线 (图 1.7)。 
如 果 菌 数 由 No 增加 至 2No 所 需 时 间 为 8， 划 . 
2No 一 Noe** 
Kg = |n2, K = |ln2/g (3) 
如 果 以 世代 时 间 & 为 时 间 单 位 ， 则 (3) 可 变 为 
天 一 in2 
代 人 式 (2), 于 是 
N, 一 Noettmz 
InN, 一 InNo 十 fln2 
Ni 一 No (4) 
如 果 某 一 大 肠 杆 菌 培养 物 在 最 适 条 件 下 的 世代 时 间 为 20 分 钟 〈g = 20°), 培养 3.33 
小 时 后 ; 绍 菌 将 经 历 10 个 世代 , 这 时 一 个 细胞 将 产生 1,024 个 细胞 ， 这 个 数字 可 由 式 (4) 
直接 算出 : 
N, == No2! = 1 X 23-3956 en 1K 107? == 1024 
同 桩 ,我 们 还 可 以 作 进一步 运算 ,例如 将 大 肠 杆菌 培养 在 M9 培养 液 中 ;其 世代 时 间 约 为 
60 OH ASR LB 培养 液 的 世代 时 间 。 因而 由 一 个 单 细胞 形成 一 个 可 区 的 菌落 ( 约 
10°—10 细胞 7 约 需 培养 .20 小 时 。 如 果 一 个 大 肠 杆 菌 细胞 的 平均 体积 为 1 或 10 cmy， 
而 地 球 的 体积 等 于 4 .X 102 个 大 肠 杆菌 细胞 。 一 个 指数 生长 的 大 肠 杆 菌 要 达到 这 样 大 的 
体积 也 只 需要 45 个 小 时 ! 然而 这 种 事情 是 永远 不 会 发 生 的 。 
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S—s ”基因 工程 的 载体 体系 
Hee Btw 
第 一 质粒 载体 


质粒 是 基因 工程 重要 的 载体 之 一 。 由 于 它 具 有 独特 的 性 质 ， 随 着 基因 操作 技术 的 迅 
速 发 展 , 已 成 为 分 子 生 物 学 领域 内 倍 受 关 注 和 研究 异常 活跃 的 对 象 。 

质粒 (plasmid) 一 词 最 早 是 Lederberg 于 1952 年 提出 的 , 原意 为 任何 细胞 质 中 能 
自主 进行 复制 的 遗传 因子 ， 包 括 真 核 细 胞 中 的 线粒体 和 质 体 (plastid) 等 。 现 在 的 所 谓 
质粒 一 般 只 指 细菌 胞 质 内 的 独立 复制 单位 。 研究 得 最 早 的 质粒 是 决定 细菌 性 别 的 E 因 
子 , 对 其 结构 行为、 性质 的 研究 大 大 推动 了 微生物 遗传 学 的 发 展 。。 Lederberg 也 因 这 项 
研究 而 获得 诺 贝尔 奖 。 

50 年 代 末 期 ， 在 细菌 抗 药性 的 研究 中 ， 发 现 了 对 抗菌 素 耐 药 的 R 质粒 。 这 一 发 现 ， 
使 人 们 对 质粒 的 认识 在 质 和 量 上 都 发 生 了 根本 变化 。 质 粒 所 带 有 的 抗 药性 基因 使 细菌 能 
抵御 抗菌 素 的 杀菌 作用 而 存活 下 来 ,从 而 揭 开 了 耐 药 菌株 之 迷 , 于 是 质粒 成 为 与 人 类 是 常 
生活 密切 有 关 的 因子 ,对 它 产生 了 极 大 的 兴趣 8。 从 分 子 水 平 上 对 质粒 的 基本 结构 \ 存 在 方 
式 、 复 制 方式 等 基本 性 质 进 行 了 大 量 研 究 ， 为 70 年 代 利 用 质粒 作为 重组 DNA 技术 的 
重要 载体 打下 了 坚实 的 基础 。 


一 、 细 菌 质粒 的 基本 概念 

(—) £X 

现在 的 所 谓 质粒 是 指 细菌 细胞 质 中 独立 于 细菌 "染色 体 " 之 外 能 自主 地 进行 复制 的 遗 
传单 位 , 随 着 细菌 分 裂 , 它 能 稳定 地 把 自己 的 遗传 特性 传递 给 后 代 细 胞 。 

质粒 的 本 质 是 环形 双 链 DNA。 在 空间 位 置 上 , 它 不 在 细菌 "染色 体 ”“ 上 (这 里 的 “染色 
体 即 指 宿主 DNA 本 身 , 因 为 原核 生物 没有 核 的 结构 ， 习 惯 上 把 功能 上 表现 为 连锁 的 细 
菌 基 因 结 构 称 作 细 菌 “ 染 色 体 ` )。 质 粒 在 细胞 质 内 ,是 细胞 质 复 制 子 。 但 是 ， 染 色 体 外 的 
核酸 分 子 不 一 定 都 是 质粒 。 

由 天 然 材料 获得 的 质粒 一 般 分 子 量 较 小 ,分 子 量 在 2 一 5 X 10 左右， 而 拷贝 数 较 多 ; 
也 有 分 子 量 较 大 (5 一 10 X 10) 而 拷贝 数 甚 少 的 大 型 质粒 。 当 质 粒 大 小 接近 宿主 染色 体 
大 小 时 ,如 达 2 X 10" 以 上 ,这 种 质粒 就 不 稳定 了 。 

质粒 对 宿主 细胞 没有 干扰 , 这 与 病毒 ,噬菌体 不 同 。 当 细胞 分 裂 时 ， 质 粒 就 将 它 的 拷 
贝 数 准确 地 分 配给 每 个 子 细胞 。 尽 管 质粒 的 复制 是 与 染色 体 分 开 进 行 的 ,但 一 般 情 况 下 ， 
它们 是 同步 的 ,并 且 具 备 一 套 保持 拷贝 数 恒定 的 机 制 。 由 此 ,我 们 对 细菌 质粒 有 了 一 个 基 
本 的 认识 。 
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迄今 所 知 ,质粒 不 论 大 小 , 毫 无 例外 都 以 环形 双 链 -DNA 的 形式 存在 。 分 子 链 末 端 各 
自 以 共 价 键 的 形式 和 自己 的 另 一 粘 末 端 相 结合 。. 这 种 环形 DNA 分 子 具 有 超 螺旋 的 性 
质 ,发 生 扭曲 ,使 分 子 处 于 紧张 状态 。 一 般 有 两 种 状态 : 未 经 切割 能 够 产生 (或 已 经 产生 ) 
紧张 性 的 分 子 ， 简 称 为 闭合 环 〈cc) 或 共 价 闭合 环 〈ccc); 一 条 链 上 发 生 断 裂 (不 限于 一 
处 ) 而 形成 的 松弛 形 分 子 叫做 开 环 (oc), 由 生物 体内 提取 得 到 的 质粒 分 子 , 往 往 两 种 形 
式 同 时 存在 。 


| 
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图 2.1 质粒 DNA 分 子 形状 的 模式 图 。 
A\、C. 分 别 表示 处 于 方向 相反 的 紧张 状态 的 分 子 。B。 表示 两 条 链 闭合 但 不 存在 
紧张 性 的 分 子 。D. 一 条 链 被 切断 而 松弛 的 开 环 〈oc) 分子 。 
由 于 ccDNA 和 ocDNA 结构 上 的 差异 ,导致 了 性 质 的 差别 。 例如 时 啶 栖 、 误 乙 锭 
等 染料 分 子 能 嵌入 双 链 碱 基 对 之 间 时 ,具有 cc 结构 的 分 子 , 由 于 分 子 紧 压 , 流 体力 学 阻 
力 比 o¢ HF B), Aube A BRD. 另外 ccDNA 在 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 时 泳 动 度 相对 
要 快 ,离心 时 沉降 也 快 ,难以 随 pH 或 温度 上 升 而 发 生 解 链 , 需 要 在 更 高 的 pH 或 更 高 的 温 
度 下 才 开 始 变性 。 在 变性 过 程 中 如 回复 到 原 有 条 件 , 即 迅速 再 复 性 。 
质粒 DNA 的 大 小 可 以 用 电镜 \ 超 离心 或 琼脂 糖 凝 胶 电泳 等 方法 进行 测定 。 ARE 
用 哪 种 方法 ,都 必须 加 上 已 知 分 子 量 的 DNA， 以 校正 测定 值 。 在 精确 测定 分 子 量 的 基础 
上 ， 同 时 又 知道 它 的 含量 ， 就 可 以 算出 拷贝 数 。 最 一 般 的 方法 是 抽 提 整个 细胞 所 含 的 
DNA ,用 氧化 钨 -省 乙 锭 密度 梯度 平衡 离心 法 确定 ccDNA 右 全 菌 :DNA- 的 百分率 , 求 得 
质粒 DNA 与 和 宿主 染色 体 DNA 的 比率 。 假 定 大 肠 杆 菌 染 色 体 的 分 子 量 为 3 x- 10’, 
粒 DNA 的 分 子 量 为 4.7X10 ,质粒 DNA 占 全 菌 DNA 的 15 色 , 即 相 当 于 染色 体 DNA 
的 15 作 100 一 15) = 0.176, 则 拷贝 数 王 0.176 X (3 X 1022)14.7 X 10° = 1124, 
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(=) 质粒 给 与 宿主 细胞 的 一 些 标记 
质粒 带 有 一 些 特殊 的 基因 ,表现 出 特有 的 性 状 , 给 宿主 细胞 带 上 了 某 种 标记 。 如 对 抗 
菌 素 产生 抗 性 ,能 产生 肠 毒 素 或 溶血 素 等 ;能 分 解 芳香 族 化 合 物 , 产 生 硫化 氨 , 对 重 伟 属 而 
Hg 产生 抗 性 ,等 等 。 最 常用 于 基因 工程 的 标记 是 质粒 的 抗 药性 基因 。 对 某 抗 生 素 是 和 药 
(存活 ) 还 是 敏感 (致死 ) 可 作为 筛选 是 否 插 人 外 源 基因 的 标志 。 那些 还 不 知道 给 与 宿主 细 
胞 什么 表 型 的 质粒 ,叫做 隐蔽 质粒 。 
Plt WEBB (Ap) 有 抗 性 的 质粒 ,一 般 写作 Apr eer 
作 Ap*o 细 菌 对 氨 革 青霉素 产生 耐 药 的 原因 是 由 于 抗 氨 革 青霉素 即 Ap 基因 的 产物 是 多 
内 酰胺 酶 此 酶 存在 于 细菌 的 细胞 膜 与 细胞 壁 之 间 , 壁 破 之 后 酶 即 释 放 , 把 Ap 降解 ,降解 
的 氨 葵 青霉素 不 能 再 杀 死 细菌 。 抗 性 基因 必须 完整 存在 ， 才 能 转录 出 有 活性 的 酶 去 破坏 
抗菌 素 而 表现 出 抗 药 的 功能 ,如 果 把 抗 性 基因 切断 、 分 开 或 改变 ,如 接 上 一 眉 外 源 基因 , 则 
抗 性 基因 就 不 能 表达 出 有 功能 的 酶 而 使 抗 性 基因 失 活 ， 这 种 现象 就 叫做 插 人 钝 化 或 插 人 
失 活 。 
， BamH 1 BamHI  BamH! 
ape 
| 外 源 DNA 


HI 
les | BamH I 


orn vv Sod Harr * 


TE ict 


A; A; 
+ ~ 
外 源 DNA 
重新 连接 插入 纯化 


图 2.2， 抗 仁 基因 插入 名 化 示意 图 。 
Ap’. MESSE, Teh. KE, Tcs- 四 环 素 敏感 。BamHI 为 限制 性 内 切 酶 。 


重组 DNA 技术 可 利用 质粒 抗 性 基因 的 插 人 钝 化 使 细菌 由 耐 药 变 为 敏感 的 特点 来 得 
选 该 质粒 是 否 插入 了 外 源 基 因 。 


《四 ) 大 肠 杆 菌 中 质粒 的 复制 


质粒 在 大 肠 杆 菌 中 的 复制 可 以 分 为 两 大 类 。 一 类 叫 松弛 型 控制 复制 ， 另 一 类 叫 严 紧 
型 控制 复制 。 这 是 由 质粒 本 身 复 制 子 的 性 质 决定 的 。 所 谓 严 紧 型 控制 的 复制 是 指 拷贝 数 
被 限制 在 少量 ( 几 个 ) 的 复制 方式 ,而 松弛 型 控制 复制 的 拷贝 数 可 以 很 多 (100 一 200 HM 
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茵 )。 造 成 这 种 差别 的 主要 原因 在 于 质粒 复制 时 是 否 需要 大 肠 杆菌 蛋白 的 不 断 合成 ,这 些 
蛋白 是 与 大 有 肠 杆 菌 自我 复制 有 关 的 酶 ,如 RecA 等 。 如 果 质 粒 复制 需要 RecA 等 酶 的 不 
断 合成 , 则 为 严 紧 控制 复制 ,其 复制 拷贝 数 必 然 少 ;反之 , 则 为 松弛 型 控制 复制 ,拷贝 数 多 。 

氧 堆 素 是 蛋白 质 合成 的 抑制 剂 。 当 戎 生长 到 一 定 程度 ;一 般 是 指 对 数 生 长 期 后 期 ,如 
1X10? 细 胞 /ml， 加 入 氧 霉 素 ,由 于 严 紧 型 控制 复制 需要 有 关 复 制 蛋白 的 不 断 合成 ;而 蛋 
白质 合成 受 抑 ， 染 色 体 与 严 紧 型 质粒 的 复制 随 着 也 停止 。 但 松弛 型 质粒 的 复制 不 受 天 及 
杆菌 这 些 复制 蛋白 的 影响 ， 以 至 经 过 10 一 12 小 时 ,每 个 细胞 最 多 能 生成 1,000 一 3,000 个 
质粒 ,这 样 每 个 细胞 中 有 50 多 以 上 的 ;DNA ;是 质粒 DNA, 质粒 拷贝 数 大 大 超过 大 肠 杆 
茵 的 个 数 。 质粒 大 量 增加 的 过 程 就 叫做 质粒 DNA 的 扩 增 。 现 在 用 作 载 体 的 质粒 绝 大 多 
数 是 带 有 ColE1 复制 子 的 衍生 物 ,是 松弛 型 控制 复制 。 例 如 ColEl 质粒 是 二 个 自然 发 
生 的 质粒 ,能 产生 大 肠 杆菌 素 E1， 也 携带 对 大 肠 杆菌 素 'E1 有 免疫 性 的 基因 ,其 复制 子 
AH, 严 紧 型 质粒 拷贝 数 不 能 随意 增加 ， 严 格 受 细菌 生长 的 限制 ， 例 如 质粒 
PSC101。 这 类 质粒 不 常用 , 只 是 在 需要 克隆 一 个 对 细菌 本 身 有 毒性 的 外 源 基 因 时 ， 可 试 
用 pSC101, 因 为 它 的 拷贝 数 少 ,对 细 逆 毒性 相对 就 小 ;使 细菌 不 致 被 有 毒性 的 外 源 基因 
杀 死 。 

如 果 质 粒 上 存在 氧 霉 素 的 抗 性 基因 ,那么 扩 增 时 不 能 采用 氧 霉 素 作 蛋 白 抑制 剂 ;可 采 
用 壮观 霉 素 ,同样 有 抑制 细菌 生长 质粒 扩 增 的 作用 。 

松弛 型 控制 复制 说 明 质 粒 的 复制 与 宿主 的 分 裂 、 增 殖 相 协调 或 同步 的 机 制 完全 被 破 
A, 然而 为 质粒 复制 所 必需 的 酶 系统 还 是 稳定 的 。 有 人 认为 在 自然 状态 下 ,宿主 duds 
白 控制 着 ColEI 的 复制 , 当 宿主 蛋白 质 合成 被 抑制 时 ,这 种 控制 则 消除 ， ColE1 能 大 量 
扩 增 。 


《五 ) 质粒 的 转移 和 不 相 容 性 


将 大 肠 杆 菌 在 低温 下 用 氧化 钙 处 理 , 使 细胞 膜 的 通 透 性 改变 ,形成 能 让 质粒 DNA 进 
大 的 表面 结构 , 即 能 发 生 质粒 的 转移 ,这 个 过 程 叫 转化 se 这 是 重组 DNA 时 非常 有 用 的 技 
术 ; 一 般 转 化 率 为 40“s 如 果 两 种 不 同 质粒 在 同一 细胞 内 能 够 稳定 地 共存 ,两 者 的 复制 控 
制 互 不 干扰 ,叫做 质粒 相 容 性 。 例 如 相 容 性 P 群 质粒 是 唯一 广 宿 主 质粒 ,它们 能 在 很 多 细 
菌 属 间 转 来 转 去 。RP,( 亦 称 RP1, R1822, R18) :分 子 量 为 36 X 10 ， 作 为 克隆 载体 虽 
然 用 途 不 广 , 但 其 重组 质粒 保留 了 亲 代 质粒 的 广 宿主 性 。 

如 果 质 粒 之 间 具 有 相同 的 复制 控制 机 制 , 互 相 产生 干扰 而 不 能 共存 ,叫做 质粒 不 相 容 
性 。 一 般 在 没有 选择 压力 的 情况 下 ,两 个 不 同 的 质粒 不 能 共存 于 同一 宿主 细胞 内 ; 两 种 质 
粒 中 就 有 一 种 完全 丧失 掉 。 究 竟 脱 落 哪 一 个 ， 从 原则 上 讲 机 会 是 均等 的 ， 由 其 " 强 弱 决 
定 。 这 种 不 相 容 性 已 作为 传递 性 质粒 分 类 的 依据 之 一 。 分 子 克 隆 技术 正 是 基于 质粒 的 不 
相 容 性 质 , 在 只 带 有 一 种 质粒 的 细菌 中 ,提取 到 单一 的 质粒 DNA, 作 为 载体 进行 DNA 重 
组 。 


《六 ) 质粒 的 消除 


有 的 质粒 在 自然 条 件 下 可 以 从 宿主 菌 中 消失 ;还 有 的 可 在 培养 细菌 时 施加 适当 处 理 ， 
以 促进 其 消失 而 获得 失去 质粒 的 细菌 ?这 叫做 质粒 的 消除 。 


ROE AO ERA ALA RTE, AMAT LU Ok BRE AS 
制 。 通 过 质粒 消除 而 丧失 的 性 状 , 决 不 能 发 生 回复 突变 ， 不 能 通过 再 感染 细菌 来 恢复 原来 
的 性 状 。 由 此 可 进一步 证 明 该 性 状 由 质粒 决定 。 
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i SDS、 紫 外 线 照 射 等 。 所 以 在 扩 增 质粒 时 要 避免 这 些 因 素 的 刺激 ， 防止 有 价值 的 质粒 
自行 消除 。 


二 、 基 因 工 程 中 质粒 载体 的 选择 
《一 ) 质粒 载体 的 选择 


作为 理想 的 克隆 载体 应 具备 以 下 性 质 : 分 子 量 小 ， 找 贝 数 多 ， Hiei. ABO 
wy BUR TE aH 5 FA MI He kG eo HVE S PAE I YD 
且 切 点 位 于 易 被 检测 的 标志 基因 上 。 质 粒 本 身 的 性 质 是 安全 的 。 

分 子 量 未 的 优点 是 : 容易 从 宿主 细胞 中 分 离 ; 通常 持 贝 数 多 ,导致 克隆 的 外 源 基因 重 
的 增加 ; DNA 碱 基 对 也 少 , 对 任何 一 个 限制 性 内 切 酶 , 在 质粒 上 的 作用 位 点 相对 减少 。 

质粒 DNA 作为 克隆 外 源 基因 的 载体 在 形成 重组 质粒 后 ， 必 须 转 化 到 适宜 的 受 体 菌 
中 。 由 于 转化 率 很 低 ,重组 体 上 必须 有 一 个 容易 被 检测 的 表 型 ,与 其 他 没有 重组 的 质粒 相 
区 别 。 而 这 种 表 型 往往 由 质粒 上 某 一 标志 基因 决定 。 没 有 这 种 标志 就 无 法 筛选 出 哪 一 个 
是 重组 有 外 源 基因 的 质粒 。 当 然 也 可 以 由 插 人 的 外 源 DNA 上 的 某 基 因 表 现 出 标志 。 
有 利 的 情况 是 外 源 DNA 的 插 人 使 质粒 上 易于 检测 的 表 型 基因 类 活 , 也 叫做 插 人 钝 化 ,从 
而 有 可 能 把 重组 子 与 虽 经 内 切 酶 切割 又 自身 连接 上 的 质粒 区 别 开 。 

未 经 体外 构建 的 “天 然 ” 的 克隆 载体 质粒 有 上 面 提 及 的 ColE1、pSCl01。 此 外 还 有 
RSF2124, 它们 的 性 质 见 表 2.1。 


表 2.1 用 于 克隆 DNA 的 一 些 < 天 然 ? 质 粒 的 性 质 


6 “单一 场 点 
mR om | 分 子 量 (Xi0 | wR ao | 选择 转化 子 的 标记 | ， 复制 关 型 .1 
pSC101 5.8 13 EcoRI 抗 四 环 素 eye 
ColE1 4.2 20 EcoRI 产生 大 肠 杆菌 素 El 松弛 
RSF2124 7.4 10 EcoRI. Bam HI| 抗 氨 侍 青 去 和 松弛 
(二 ) 宿主 菌 的 选择 


一 般 都 以 大 肠 杆 菌 为 宿主 菌 ， 对 宿主 菌 的 要 求 是 : 易于 培养 ;质粒 容易 转化 ; 菌 本 身 
安全 。 

也 有 以 枯草 杆菌 作为 簿 主 菌 的 ,其 优点 是 : 枯草 杆菌 有 芽孢 ,可 用 作 原 核 生 物 分 化 的 
模型 ; 为 专 性 需 氧 的 革 兰 氏 阳 性 菌 ， ra TOT REE eRe = lee ent oa 
同 5 可 广泛 用 于 发 酵 工 业 ;5 极 安全 ,与 人 ,动物 都 没有 已 知 的 祖 互 作用 。 

其 缺点 是 : 可 检测 的 表 型 少 , 只 有 大 量 隐蔽 质粒 ;多 拷贝 ,但 不 为 氧 霉 素 扩 增 ;很 多 抗 
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HERE ARB AR RL RE FA PEL Eo 

AGREES HEEB BAWABA REA AE KI2, 标准 
菌株 为 C600 和 HB101。 其 中 HB101 是 K12 SBRRNB SSAA, 
大 量 生长 。 此 外 ,符合 生物 防范 的 菌株 还 有 X1776, 如 果 它 们 逸 获 到 自然 环境 中 ,这 个 蓝 
株连 同 它 携带 的 任何 质粒 能 自身 破坏 5f 曾 作为 -PSClH01、pCRI、pMB9 及 pBR322 等 质 
粒 的 宿主 菌 。 


《三 ) 选择 性 标记 


C1) 抗 性 基因 。 质 粒 上 带 有 对 某 抗菌 素 耐 药 的 基因 eh te BERR Bk TMS FAA 
ERAGE (Ap) PARSE (Tc!) 或 Tet’ HS, BARB (Cm'), KEK 
puke (Km') ,新 霉 素 抗 性 (Neo!) So -以 能 否 在 含有 一 定 浓 度 某 抗 菌 素 的 培养 基 中 长 成 
菌落 作为 观察 的 标准 。 这 些 抗 性 基因 具有 某 些 酶 编码 的 基因 ,这些 酶 可 对 毛 霉 素 、 链 霉 素 
等 药物 进行 乙酰 化 \ 腺 昔 化 、 磷 酸化 或 水 解 等 化 学 修饰 ， 从 而 破坏 这 些 抗生素 的 作用 ， 产 
生 抗 性 5 

如 果 质 粒 上 只 含有 一 个 抗 性 基因 ， 那么 当 外 源 基 因 插 人 使 之 钝 化 后 ,该 质粒 就 不 能 抗 
该 抗生素 ,只 能 在 不 含 该 抗生素 的 培养 基 上 生长 。 如 果 质 粒 上 带 有 两 个 抗 性 基因 ， 外 源 基 
因 插 和 人 钝 化 了 一 个 抗 性 基因 ,保留 另 一 个 抗 性 基因 ， 那 和 分 别 在 两 种 抗生素 培养 基 上 都 能 


生长 的 ,就 不 是 重组 质粒 的 著 株 ,而 丰 在 未 钝 化 的 抗生素 培养 基 上 生长 的 才 是 真正 带 有 重 
组 质粒 的 获 株 。 若 带 有 三 种 抗 性 葵 因 的 质粒 , 揪 和 信 鳄 化 的 自由 度 就 更 大 了 。 Sane AL AAA HE REKTS 
“27 菌落 的 颜色 。 带 有 乳糖 操纵 子 的 调控 区 域 和 基因 的 质粒 在 含有 IPTC (lso-Pro- 
pyl-@-D-Thiogalactopyranoside, WMH 8-D- 半 乳糖 昔 ) 作为 诱导 物 , 以 X-Gal (5- 
Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-f-D-Galactoside, 5-}A-4-A-3-M5|BEE-8-D--4 FL BE) 作 
为 显 色 剂 的 培养 基 中 ,由 于 乳糖 操纵 子 中 己基 因 (ec Z) OHO ik, D 
割 显 色 剂 使 吗 唆 基 显 蓝 色 。 结 果 -1ac* 的 菌株 产生 蓝 色 菌落 ,被 破坏 的 lac+ 及 lac 菌株 产 
生 白 色 菌 落 。 把 外 源 基因 插入 lac+ 的 质粒 上 ， 即 可 通过 菌落 的 颜色 来 区 别 重 组 的 质粒 和 
自身 连接 的 质粒 。 另 外 还 有 一 种 叫 麦 康 凯 的 培养 基 ( 作 用 原理 与 上 同 )， 其 显 色 剂 为 中 性 
红 5 由 于 lac 基因 的 产物 引起 pH 的 改变 显 不 同 颜色 。 lact 为 白色 ，lac 为 红色 。 


(DO) 载体 的 人 工 组 建 


前 面 提 到 的 ColE1,pSC101, RSF2124 等 均 为 "天然 " 质 粒 , 虽 然 可 以 作为 载体 ,但 是 
它们 都 有 若干 不 足 ; 为 了 达到 理想 克隆 载体 所 具备 的 性 质 , 人 们 花 了 很 大 的 努力 于 体外 改 
造 已 知 的 质粒 ,构建 了 优良 的 克隆 载体 ,其 中 应 用 最 广 的 是 pBR322, 

质粒 pBR322 的 构建 见 图 2.3。 

pBR322 含有 - RSF2124 的 抗 氮 从 青 霉 素 (Ap) 基因 和 ?SCl01 WRARK (Tc) 
基因 ,还 结合 了 pPMB9 〈 一 类 ColE1 质粒 ) 的 复制 子 部 分 。 其 前 身 是 "bBR313。PBR322 
与 PBR313 的 区 别 在 于 前 者 除 位 于 Ap’ 基因 上 有 一 个 PstI 位 点 ,其 余 的 PstE 位 点 全 部 
被 去 掉 。 因此 在 Pstl 位 点 上 插 人 外 源 基因 时 ， 用 抗 四 环 素 而 不 抗 氨 茶 青 霉 素 的 特性 来 
LEFF FEL Bo 

pBR322 是 目前 研究 得 最 请 楚 的 质粒 之 一 。 其 分 子 量 较 小 , % 2.610, & 4,632 bp, 
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图 2.3 pBR322 的 构建 。 
AP'. 氮 华 青霉素 抗 性 。 IT 四环素 抗 性 。 


全 部 核 背 酸 序列 都 已 测 出 ( 见 附 录 一 ` 二 ` 三 )。 在 pPBR322 上 有 单一 酶 切 位 点 的 限制 性 内 
切 酶 ,为 AvaI、PstI、BamHI、PvuII、ClaI、SalL、EcoRI、HindIII。 而 -AvaX、 Bell, 
Bg1lII、Ecal ，HpaI、KpnI、SmalI、SstI、XbaI 和 Xbol 在 其 上 无 切 点 。。 一 般 以 EcoR! 
HAE “0” iL Ae Pstl 可 以 在 Ap’ 上 造成 插入 钝 化 ，BamHI、SalI 可 以 在 Tc 上 
造成 插 人 钝 化 ;Hind Wl 位 点 虽然 也 在 Tc 上 ,但 不 一 定 造 成 插 人 鳄 化 ,因为 它 切 在 抗 性 
基因 非 关 键 的 位 置 上 。 

构建 大 工 质粒 的 目的 有 以 下 几 点 : 改变 质粒 的 大 小 ;引入 适 当 的 选择 标志 ;改变 质粒 
的 限制 性 内 切 酶 的 切割 位 置 , 增 加 适宜 的 单一 酶 切 点 ; 如 用 于 测序 或 基因 表达 时 ,增加 有 
利于 进行 测序 4 芭 因 表达 的 装置 。 总 之 ,使 质粒 改造 得 容易 插 人 外 源 DNA， 容 易 转化 , 容 
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易 筛 选 重 组 子 以 及 测序 或 表达 外 源 基 因 等 。 
载体 的 人 工 构建 使 人 们 有 可 能 随心 所 识 地 得 到 符合 各 种 需要 的 特殊 基因 工程 载体 ， 
来 达到 克隆 、 筛 选 、 测 序 \ 表 达 等 目的 ,为 基因 工程 技术 开辟 了 广阔 的 前 景 。 


Hing 
EcoRI Mn 


Sall ， 


Aval 


Pvull 


2.4 pBR322 结构 图 。 
箭头 表示 AP’ 基因 和 Tc: 基因 的 转录 方向 。OFri 表示 复制 起 始点 ,图 中 标 出 了 单一 切 点 内 切 酶 的 位 置 。 


三、 介绍 几 类 质粒 载体 
《一 ) PBR322 系列 载体 


pBR322 系列 是 以 pPBR322 质粒 为 基础 人 工 构 建 的 一 系列 载体 。pPBR322 质粒 的 构 
建 在 上 面 已 经 提 及 。 由 于 其 分 子 量 小 ,拷贝 数 较 多 ,同时 具有 Ap' 及 Tc 两 个 抗 性 基因 ， 
并 有 合适 的 单一 酶 切 位 点 ,因此 ， 它 是 较 理想 的 载体 ， 被 广泛 应 用 。 在 此 基础 上 目前 又 已 
改造 出 十 余 种 载体 ( 见 表 2.2)。 

由 表 2.2 可 见 ，pPBR321 与 pBR322 在 表 型 和 单一 酶 切 位 点 上 是 完全 福 同 的 ， 但 分 
子 量 大 小 有 差异 。pBR324 和 pBR325 大 部 分 表 型 和 内 切 酶 位 点 也 相似 ,但 PBR325 又 
引进 了 一 个 氧 霉 素 的 抗 性 基因 , 且 分 子 量变 大 。 PBR341 和 pBR345 又 引进 了 乳糖 操纵 
基因 。 ‘ 

还 有 两 个 表 上 没有 的 质粒 ,一 个 是 pPBR328, 它 是 在 pBR325 的 基础 上 构建 的 ,分 子 
量 为 3.24 XI0 , 略 少 于 pBR325, 利用 EcoRI 单一 切 点 或  PvuIL 和 Ball 位 点 揪 人 外 
源 基因 片段 ,使 氧 霉 素 抗 性 被 破坏 。 另 一 个 是 pPBR327。 在 pPBR327 不 同位 点 上 插 人 Tn9 
毛 霉 素 乙 酰 转 移 酶 基因 分 离 物 CTn9: chloramphenicol acetyl-transferase gene)， 可 以 得 
到 三 个 起 动 子 分析 质 粒 ， 即 pCM-1, pCM-4 和 pCM-7, CAT 基因 分 离 物 含有 完整 的 
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#2.2 pBR322 系列 大 工 载 体 的 性 质 


质粒 分 子 量 (X109 | “ 表 ”型 重要 的 单一 酶 切 位 点 

pBR312 6.7 mp we Ice EcoRI, Hindlll, Hpal, Sall, Smal 

pBR313 5.8 Tc* Ice BamHI, EcoRI, HindlIIl, Hpal, Sall, Smal 
pBR317 5.4 Arps “Te™. dae BamHI, EcoRI, HindIll, Hpal, Sall, Smal 
pBR318 3.8 mc. Ice BamHI, EcoRI, HindIII, Hpal, Pstl, Sail, Smal 
pBR320 1.9 Ap! BamHI, BgLI, EcoRI, Hindill, Pst, Sall 
p8R321 3 说 Apt. ic! BamHI, EcoRI, Hindlli, Pstl, Sall 
p8R322 2.6 xp. Tc! BamHl, EcoRI, HindIII, Pstl, Sall 
pBR324 | 5.5 Ap', ‘Tc',Cel BamHi, EcoR!, Hindlll, Sall, Smal 
p8R325 3.6 Apt. Tie'< Cm? BamHi, EcoRI, Hiadlll, PstI, Sall 
pBR333 Mew. Ap' | BgLl, EceRI, EcoRI, Halll, HindIII Pst I 
pBR341 5.1 K m'(op) Hindill, Sall 

pBR345 0.7 (op) EcoRI, Haell 


Te’: 四 环 素 抗 性 Ap: 氮 革 青霉素 抗 性 ， Km: kISRTH,. Cm': MBKitHt. Ice: 大 肠 杆菌 Es 
免疫 性 ， Cel :产生 大 肠 杆菌 素 ， (op) :乳糖 操纵 基因 。 


(3925) 


Bal | 


EcoR | 
EcoR ! 


pBR325 


5995bp Pyu fl 
(3558) 


图 2.5 pBR325 和 pBR328 结构 图 及 部 分 酶 切 位 点 。 
Cm ASH, Te’. RR, Ap'- ARERR, EcoRI Ball 
和 Pvull APR mA As. 


Bik Sa A — KI a SO RA TRA CAT 
启动 子 。 这 些 质粒 可 以 作为 细胞 内 起 动 子 的 分 析 。 它 们 的 结构 见 图 2.6, 

pBR322 系列 除 可 用 于 外 源 基 因 的 克隆 外 ,还 作为 基因 探 针 的 载体 ,便于 保存 ， 随时 
可 以 扩 增 。 


(=) pUC 系列 的 载体 


pUC 系列 是 J. Messing 和 他 的 同事 于 近 几 年 内 发 展 起 来 的 一 组 对 于 大 肠 杆 菌 体系 
进行 克隆 、 测 序 和 表达 外 源 基 因 非 党 有 用 的 质粒 载体 系列 。 它 们 含有 pBR322 的 Apt 基 
因 和 复制 起 始点 ,并 包含 : lac 操纵 子 及 lac Z 基因 的 部 分 。 在 这 些 质 粒 的 lac2Z ES’ 
末端 区 域 导 人 了 各 种 单一 内 切 酶 的 识别 位 点 , 从 而 得 到 各 种 pUC HM. HF lacZ 
因 的 存在 ,在 插 人 外 源 基因 后 都 能 改变 菌落 的 颜色 ， 可 用 于 筛选 ( 见 质 粒 的 选择 性 标志 
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EE se 


PCM7 
本 Ma | 
EcoR 1 i. JHuubbg 
Hindm Bait 


EeoR1 


Hind 


EcoRI 


pCMI 
41 00bp, 
“pst 1 Sal] 
~ 2.6 eh pBR327 衍生 的 pCM1, pCM4 和 .PCM7 质粒 的 结构 。 
Ap 上 - 氨 共 青霉素 抗 性 。 Te. WKH, Cm'. 氧 霍 素 抗 性 。 
gmat 
a\ RI S. 
xm Eco ; " 
只 
pUC9 


Pstl 


Hind 内 


Al2.7A pUC8 A pUC9 lac+ 区 域 单 一 切 点 酶 切 图 。 


Ap’ -MERBR HH. lacZ. 6 半 乳 糖苷 酶 基因 。 0. 乳 糖 操纵 子 的 操纵 基因 。 
P” 乳糖 操纵 子 的 启动 子 。 


述 )。 

常用 的 pUC 序列 有 pUC8、pUC9、pUC18 和 pUC19。 图 2.7 A 表示 在 pUC8 及 
pUC9 质粒 的 lac+ 区 域 插 人 的 各 种 单一 切 点 的 内 切 酶 位 点 。 

pUC 系列 与 单 链 噬菌体 M13 有 密切 关系 5 实际 土 PUC 的 lacZ 区 域 中 的 各 种 酶 
切 位 点 就 是 从 相应 的 M13 鸣 菌 体 的 合适 部 位 切 下 来 再 重组 上 去 的 ， 如 图 2.7 B 表示 
pUC-12, 13, 18, 19 分 别 与 MI3mp 10, 11, 18, 19 之 间 的 祖 应 关系 。 

pUC 系列 质粒 一 般 除 用 于 克隆 外 源 基 因 外 ,还 用 于 双 脱 氧 末端 终止 法 测定 核 背 酸 顺 
序 工 作 ,作为 相应 的 M13 的 引物 。 在 筛选 时 还 可 利用 lac 基因 的 启动 子 表达 播 人 的 外 
REA , 作 产 物 的 免疫 筛选 。 


| ONA Sa 
puC-12 | ACGAATTCGAGCTCGCCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAAGCTIGGCACTG 
(M13mp10) 
EcoR | Sma | Pst | Hind Ill 
Sst | Xma | “BamH | Sal | 
Acc | 
Xba | Hinc Il . 
ONA 人 台 成 方向 
pUC-13 ACGCCAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGCGAGCTCGAATTCACTG 
(M13mp11) 
Hind Ill Pst | Sma | Sst | 
Sall amHi Xmal Ecor | 
Acc | 
Hine ee 


ONA 合成 方向 
ee 


pUC-18 © ACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTG 
(M13mp18) 


EcoR | Sal | Sphl 


Sst! Kpni Smal 6amH1 Xbal ACC! Psfl Hind Ill 
Hine Il 


DNA & fk Fy [a] 


puc-19 ACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTG 
(M13mp19) 


Sph | Sal | ; T EcoR | — 
Acc! yhal BamH1 Smal KpnI Sst! 


图 2.78 pUC 系列 与 Mi3mp 系列 部 分 结构 示意 图 。 


《三 ) 表达 载体 


所 谓 表达 载体 是 一 类 带 有 某 种 启动 子 的 质粒 ,如 上 述 pUC 质粒 带 有 lac 基因 的 启 
动 子 。 当 把 外 源 基 因 插 人 到 启动 子 下 游 的 合适 位 置 上 ， 则 在 一 定 条 件 下 可 引起 外 源 基 因 
的 表达 。 启 动 子 越 强 ,表达 效率 越 高 ,得 到 的 产物 也 应 越 多 。 
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; 这 类 载体 具有 以 下 特点 : @ 带 有 强 有 力 的 启动 子 ; @ 在 启动 子 下 游 一 定位 置 有 合适 
的 酶 切 位 点 能 连接 外 源 基 因 片 疏 ; @@ 具 有 筛选 标记 ; 四 能 转化 到 原核 细胞 (或 真 核 细胞 ) 
中 去 以 得 到 高 效 表达 的 产物 。 

例如 质粒 PKK223-3, 由 4585bp 组 成 ,由 pBR322 改建 。 售 trp- lac《〈 简 称 tac) 启 
HF, BH lacUV-5 启动 子 的 核糖 体 结合 位 点 ,其 后 是 :pPUC8 的 多 聚 连接 物 ， 上 面 有 多 种 
内 切 酶 的 位 贞 ( 图 28)， 可 作为 外 源 基 因 插 人 处 。 再 后 面 连接 着 强 的 -rrhB 核糖 体 RNA 
(cRNA) 转录 终止 子 的 DNA 片 外 , 它 可 以 稳定 宿主 -载体 体系 ， 使 外 源 基因 在 强 的 tac 
启动 王 得 到 高 效 表达 。 宿 主 为 大 肠 杆 菌 _ JM105。 

表达 载体 种 类 很 多 ， 详 细 讨 论 请 参 
阅 本 书 第 二 部 分 基因 表达 。 Sall BamHI 


_ Hind m Pstl Smal EcoRI 


《四 ) 特殊 型 质粒 载体 


为 了 使 外 源 基 因 在 体外 可 控制 条 件 
下 得 到 高 效 表 达 ,获得 基因 疫苗 、 激 素 及 
蛋白 类 药物 等 具有 极 大 经 济 价值 的 产 
物 ， 或 为 了 更 好 研究 真 核 基因 表达 及 调 
控 ， 必 须 构 建 高 效 的 表达 载体 。 但 是 真 
核 基因 在 原核 细胞 中 表达 有 许多 限制 或 
不 利 的 因素 ,要 构建 一 些 杂 合 质粒 ,同时 
能 在 原核 细胞 (大 肠 杆菌 ) 和 低 等 真 核 生 
物 (酵母 ) 或 高 等 真 核 生物 〈 哺 乳 动 物 细 
胞 ) 中 生存 和 扩 增 。 这 类 杂 合 质粒 叫做 
穿 检 质 粒 (shuttle plasmid), 现 举 大 
肠 杆 菌 -酵母 穿梭 质粒 为 例 , 看 其 结构 特 


} trnB T, Ta 


pKK223-3 
_ ¢4585bp) 


- pBR322 


mR: OSAMREARHEMK: Oe eee ee ame ENA wank 
有 某 种 营养 缺陷 突变 的 基因 片 仆 ， 用 作 LF) DNA HB 


标记 能 在 酵母 菌 中 筛选 ，@@ 含 有 某 些 本 
母 基因 3 @ 有 大 肠 杆 菌 质粒 的 复制 起 始 区 ,使 此 质粒 既 能 在 大 及 杆菌 中 扩 增 ,又 能 转化 到 
酵母 细胞 中 ,并 在 其 中 表达 出 基因 产物 。 详 匈 本 书 第 二 部 分 。 

SERRA AK CIR AA TER tm A LS A 
等 不 同 菌 属 质粒 的 重组 所 得 到 的 杂 合 质粒 也 是 二 种 穿梭 质粒 。 ， 

重 如 产生 创新 霉 素 的 放 线 菌 质粒; AJP1, 由 于 该 放 线 菌 的 培养 、 质 粒 的 提取 和 转化 均 
比 大 肠 杆 菌 困 难得 多 ,所 以 试图 构建 一 个 既 可 存在 于 大 肠 杆 菌 ,也 可 存在 于 放 线 菌 中 的 载 
体 。 应 用 AJP1 45 pBR322 重组 ; 得 到 了 重组 的 杂 合 质粒 pAX ， 既 可 转化 到 大 肠 杆菌 
C600 中 ;又 可 在 原 放 线 菌 中 生长 。 

以 上 记述 的 特殊 表达 载体 
Ro 


穿梭 质粒 的 构建 ， 为 基因 工程 的 应 用 开 如 了 新 的 前 
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,在 采 肯 大 肠 杆菌 体系 克隆 外 源 基因 中 ,常见 的 另 一 类 载体 是 大 肠 杆 菌 2 噬菌体 。 与 质 
粒 DNA 相 比 ,7 载体 的 优点 是 : @ 可 携带 较 长 的 外 源 DNA 片段 ,其 最 大 的 容纳 量 可 
Ky 18 一 22kbi (于 碱 基 对 ); :四 BAH DNA 分子 可 在 体外 被 包装 成 噬菌体 颗粒 ; 5 
DNA 直接 转 染 细菌 的 效率 相 比 ,包装 成 的 噬菌体 具有 更 高 的 感染 宿主 细胞 的 能 力 光 仿 重 
组 的 叹 菌 体 容易 筛选 和 贮存 。 1 鸣 菌 体 的 遗传 学 与 分 子 生物 学 已 有 详细 和 深 大 的 研究 ， 
并 获得 了 一 系列 的 突变 体 。 这 些 工作 为 IDNA 成 为 一 类 实用 的 载体 商定 可 良好 的 基础 。 
为 了 便于 读者 更 好 地 了 解 和 使 用 1 载体 ， 本 节 先 将 大 肠 杆菌 噬菌体 的 生物 学 知识 作 一 
简要 叙述 ,然后 介绍 载体 的 构建 .种 类 及 其 应 用 。 关 于 IDNA 制备 已 在 本 书 上 册 第 一 a 
介绍 了 ,载体 的 用 法 将 在 本 书 第 六 章 基因 文库 的 有 关 部 分 叙述 。 aes 


aged, be 


1 We Ba A UP AE A KER (DNA) 大 约 各 占 一 半 。 在 形态 二 ,里 
粒 由 头 与 尾 两 部 分 组 成 。 呈 六 角形 的 头 部 装载 了 噬菌体 的 整个 基因 组 《 即 以 卫 NA)。 
IDNA 是 双 链 线性 分 子 , 其 两 末端 的 5 位 各 有 一 长 ,12 个 核 背 酸 的 单 链 ;它们 旦 互补 的 核 
昔 酸 顺序 ,不 论 在 体内 或 体外 ,两 ? 端的 单 链 可 借 氢 键 粘 合成 环形 分 子 。 野生 型 4 基因 组 
的 全 部 核 苷 酸 序列 已 被 测 出 ， 若 按 未 端 相 连 成 环形 分 子 计算 ,其 总 长 度 为 48,502bp 547 
子 量 为 -32 X Ts 

a mena tk i MA PP 2.9, “EARE fh wk rei RPE, AE HE _L AA EAE 
一 起 。 例 如 ,密码 叹 菌 体 头 部 或 尾部 蛋白 的 各 种 基因 定位 在 一 起 ,集中 于 基因 组 的 左 臂 部 
fr; 在 其 右 臂 区 域 集 聚 了 与 DNA 复制 、 Sie diestiinniiininittiks tsa ..> 904 
Alo 


(—) > mie 


4 噬菌体 感染 大 肠 杆 菌 时 ， 首 先 由 叹 菌 体 尾 部 吸附 于 宿主 细胞 表面 。 这 种 吸附 作用 
是 由 尾部 的 J 基因 所 编码 的 蛋白 和 宿主 细胞 膜 的 外 部 来 自 LamB 基因 的 产物 相互 发 生 
特异 反应 而 引起 的 。 宿 主 细菌 LamB 基因 产物 是 一 种 麦芽 糖 转运 蛋白 , 它 的 表达 可 由 麦 
芽 糖 诱导 。 所 以 说 , 供 & 感染 用 的 宿主 细胞 应 在 含有 麦芽 糖 的 培养 基 中 繁殖 。 下 

当 鸣 菌 体 吸附 于 宿主 细胞 膜 之 后 ,1DNA 被 注 人 到 细胞 内 。 DNA Bean RATE 
用 是 由 鸣 菌 体 尾 部 和 细菌 内 膜 某 成 分 发 生 专 一 性 反应 而 触发 的 。 细 菌 内 膜 上 的 这 种 成 分 
:很 像 是 -PESM :基因 的 产物 , 它 是 属于 负责 几 种 糖 类 转运 的 磷酸 转移 酶 系统 中 的 一 种 成 分 。 

TEAR MAH DNA 分 子 进入 细胞 内 不 久 , 即 自行 环 化 。 它 是 由 DNA ELA 
端的 5 端 单 链 以 氢 键 互补 粘连 所 致 。 可 以 配对 相连 的 左右 末端 位 点 《 即 12bp 长 的 单 链 
部 分 为 加 上 DNA 包装 时 所 需 的 邻近 核 背 酸 顺 序 ,统称 为 粘性 末端 位 点 〈cos 位 点 ) 

在 宿主 细胞 内 ,噬菌体 DNA 的 复制 是 由 其 自身 的 O 和 了 基因 负责 , 同时 , 还 需要 有 
宿主 细胞 的 某 些 功能 祖 配 合 。DNA 复制 作用 可 分 两 期 ( 见 图 2.10), 开 始 时 称 为 6 型 的 环 
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© EE IN BRE YES Se ke GH BE BB MG SIN fe OWT Gh BOE SE aay tik BAF Se 
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形 复制 。 复 制作 用 起 始 于 cll MOZAKR, SUMS DNA 模板 向 两 个 方向 延伸 ， 直 
至 新 合成 链 的 两 端 磁 在 一 起 。 产 物 为 两 分 子 环形 的 子 代 双 链 DNA, 在 复制 的 第 二 期 ， 
DNA LAA DAM, MES RRR DNA 线形 分 子 ， 多 个 N 基 因 组 借 cos 位 点 互相 
连接 ,排列 成 串 。 

在 DNA 复制 的 同时 ， 基 因 组 在 受 控 制 的 条 件 下 开始 转录 和 表达 ， et ROMY 
颗粒 所 需 的 结构 蛋白 。 经 过 一 定 的 潜伏 期 ， 时 间 大 约 为 自 细菌 受 感染 到 被 裂解 所 需 时 间 
的 一 半 ， 宿 主 细胞 内 即 可 累积 足够 量 的 鸣 菌 体 结构 蛋白 ,提供 包装 成 噬菌体 颗粒 的 全 部 成 
分 。 叹 菌 体 颗粒 的 组 装 包括 两 个 各 自 独立 的 途径 : 头 部 结构 的 组 装 和 尾部 的 形成 。 在 史 
蓝 体 头 部 的 组 装 中 ,首先 由 基因 E( 产 物 是 叹 菌 体 的 主要 外 壳 蛋 白 )、Nu3( 核 忌 蛋白 的 基 
因 )、C 和 B 的 各 种 产物 在 宿主 细胞 cro 基因 产物 的 作用 下 组 装 成 头 部 前 身 物 《〈 称 pitit 
1); 第 三 步 是 经 滚 简 式 复制 产生 的 呈 串 联 状 线形 多 聚 .DNA 分 子 被 包装 到 头 部 前 身 物 之 
中 。 其 包装 过 程 有 噬菌体 Nul\A、FL 和 D 等 基因 产物 参加 ， 同 时 ,宿主 细胞 内 的 某 些 因 
子 也 参与 此 过 程 。 在 包装 时 ,一 个 噬菌体 头 部 只 能 容纳 一 分 子 全 基因 组 的 DNA ,并 包括 
其 完整 的 cos 位 点 结构 。 包 装 有 DNA 的 头 部 结构 ,再 在 基因 双 和 Fl 产物 的 参与 下 ,和 
已 组 装 好 的 尾部 相 结合 ， 构 成 成 熟 的 子 代 鸣 菌 体 。 当 宿主 细胞 内 积聚 了 相当 数量 的 子 代 
鸣 菌 体 之 后 ;细胞 会 破裂 ;噬菌体 颗粒 被 释放 出 来 。 细 胞 的 裂解 是 由 1 基因 组 的 S、R 和 
R: 基因 的 特定 生物 功能 引起 的 。 被 释放 出 来 的 噬菌体 颗粒 可 以 再 去 感染 其 他 宿主 细胞 ， 
并 使 新 的 宿主 细胞 裂解 。 如 此 周而复始 , 唉 菌 体 得 到 了 繁殖 。 这 样 的 繁殖 过 程 称 为 吃 菌 
体 的 裂解 性 生长 。 

(=) 溶 源 化 作用 

1 是 二 种 温和 型 鸣 菌 体 。 它 进入 宿主 细胞 之 后 ， 除 了 能 进行 裂解 性 繁殖 导致 细胞 破 
裂 之 外 ,在 一 定 的 条 件 下 , 它 的 基因 组 还 可 以 被 整合 到 宿主 的 染色 体 DNA 上 (图 2.10)。 
整合 后 的 鸣 菌 体 基因 组 将 随 宿主 的 DNA 一 起 复制 ,并 将 噬菌体 基因 组 带 大 子 代 细胞 , 这 
种 整合 作用 叫做 叹 菌 体 的 溶 源 化 作用 。 染色 体 DNA LBA MAKER AE 
胞 ,并 不 会 由 于 史 菌 体 的 感染 而 发 生 裂解 ,这 样 的 现象 称 为 溶 源 现象 。 整 合 有 鸣 菌 体 的 宿 
主 细胞 叫做 溶 源 菌 ,被 整合 的 噬菌体 称 为 前 噬菌体 。 

溶 源 现象 的 产生 是 因为 噬菌体 基因 组 晚期 转录 的 有 关 基 因 不 能 被 表达 的 缘故 。 鸣 菌 
体 基因 组 中 基因 cll 和 clll 的 产物 能 激活 Pe 和 Pi 两 启动 子 的 左 向 转录 作用 ， 使 分 别 
受 此 两 启动 子 控制 的 cI 和 int 基因 随 之 表达 。 dl 基因 产物 是 叹 菌 体 基因 早 期 转录 作 
用 的 阻 遇 物 , 它 会 引起 早期 转录 的 停止 ,从 而 中 断 由 早期 转录 进 人 晚期 转录 的 过 程 ， 使 晚 
期 转录 的 各 种 基因 不 能 表达 。int 基因 的 蛋白 产物 能 识别 宿主 细胞 染色 体 DNA A 
体 基 因 组 上 相应 的 att 位 点 ,并 催化 两 者 的 断裂 和 再 连接 。att 位 点 称 为 附着 位 点 , 在 宿 
主 细胞 上 的 称 attB fir Free LAM attP。attP 和 attB 位 点 上 互 有 一 段 15 bp KE 
的 同 源 性 核 苷 酸 顺序 , 借 同 源 性 重组 作用 使 噬菌体 基因 组 插 和 人 到 宿主 的 染色 体 DNA 上 。 
此 外 ,有 人 还 认为 ,邻近 同 源 序列 的 非 均一 性 核 昔 酸 序列 对 于 这 种 特异 性 位 点 的 整合 也 起 
重要 作用 。 

处 于 整合 状态 下 的 吧 菌 体 基 因 组 ;除了 cl 基因 被 表达 之 外 ;几乎 所 有 基因 的 转录 作 
FARE. l 产物 还 调节 自身 的 合成 。 当 产物 浓度 低 时 , 它 催化 维持 启动 子 (Pu) 的 活 
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图 2.10 ,和 叭 蓝 体 的 裂解 式 生 长 及 其 深 源 化 作用 。 


性 ,以 继续 产生 cl 产物 ;而 当 产 物 浓 度 增 高 后 ,过 高 的 浓度 又 会 抑制 Pu 的 转录 作用 。- 

4 基因 组 被 整合 到 受 感 染 细菌 的 染色 体 DNA 上 的 作用 是 可 逆 的 。 在 一 定 条 件 下 ， 
被 整合 的 噬菌体 DNA 又 可 离开 细菌 的 染色 体 ,而 游离 出 来 ,恢复 它 的 裂解 性 生长 。 这 样 
的 作用 需要 鸣 菌 体 基因 组 中 int 和 xis 两 基因 产物 的 参与 ,同时 也 受 宿主 细胞 内 的 一 些 
因子 的 控制 。 MEK DNA 从 宿主 染色 体 -DNA 于 释放 出 来 的 过 程 称 为 庆 导 。 比 较 方 
便 的 诱导 噬菌体 的 方法 是 用 紫外 线 辐射 或 者 丝 裂 霉 素 C 处 理 ， 但 常见 的 是 选用 cl 基因 
的 温度 敏感 突变 株 。 这 样 的 突变 株 在 低温 (30 一 32"C) 下 ,cI 基因 能 正常 工作 , 表达 出 ol 
音 物 (《 称 为 阻 遇 物 ), 当 温度 升 高 到 42°C, RA cl 基因 不 能 再 产生 阻 遏 物 , RK 
基因 组 就 会 从 染色 体 上 切除 下 来 ,释放 到 细胞 内 重新 开始 裂 殖 生长 。 | 


(=) MAKEA RAVE 

A RR TS EMM ZA, RRA RAI AA 2.11 来 说 明 。 在 裂 
解 生 长 过 程 中 ,只 有 近 个 启动 子 对 基因 的 表达 是 重要 的 。 在 感染 后 不 久 ， 宿 主 细胞 RNA 
聚合 酶 结合 到 ANA 链 土 ，Pr 和 Pe 启动 子 开始 了 转录 作用 。 HP. 启动 的 转录 作 
用 是 左 向 的 ， 转 录 停 止 于 终止 区 tu 或 te 位 置 ， 因 为 开始 转录 时 鸣 菌 体 N 蛋 白 缺 乏 ， 
80 多 的 转录 反应 终止 于 tu 位 点 。 此 时 , N 基 因 已 被 转录 成 mRNA 并 合成 出 N 蛋 白 。 在 
PL BRAN, Pp 启动 子 向 右 转 录 , 转 录 产 物 有 一 半 停 于 cl1 基因 左 侧 的 终止 区 (tei), 
另 一 半 可 延续 至 第 二 终止 区 (taz)。 ter 位 于 nin 基因 区 内 。 停止 于 tar 和 tee 的 两 
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与 基因 表达 有 关 的 基因 在 图 的 上 部 以 方 框 标 出 。( 人 @@) 为 启动 子 位 点 。 --> 为 转 
录 产 物 ,@ 为 本 基因 产物 。@ 为 Q 基因 产物 。 < 一 与 建立 和 维持 溢 源 性 有 关 基 因 的 ， 
转录 产物 。 
个 转录 作用 的 相同 产物 是 co 基因 产物 。 反应 延续 至 to 的 转录 作用 还 将 O 和 了 两 基 


因 转录 并 翻译 。 

N 基 因 的 产物 要 蛋白 称 为 抗 终 正 转录 物 ， 当 积累 到 一 定量 时 ， 它 能 持 抗 et、tz 和 
tris tu: 的 终止 转录 作用 ， 使 Pr 和 Pa 的 转录 作用 越过 各 自 终 止 区 继续 延伸 下 去 。 左 
向 转录 的 延伸 ， 使 与 重组 和 整合 作用 的 有 关 基 因 得 到 表达 。 与 重组 有 关 的 基因 为 red， 
in 基因 与 整合 有 关 。 右 向 转录 的 P& 作用 的 继续 , 则 使 OPQ 等 基因 获得 表达 ,导致 
DNA 的 复制 及 激活 晚期 的 转录 作用 。Q 基 因 的 产物 能 激活 由 PR 开始 的 晚期 转录 。 Q 
蛋白 是 正 调节 子 , 它 能 克服 to 的 终止 转录 作用 ,把 转录 延伸 到 PNA, 使 和 细胞 裂 
解 有 关 的 基因 s 和 BR 表达 ,同样 也 使 编码 头 和 尾 的 A 至 丁 结构 基因 被 表 过 。 

cro 蛋白 是 操纵 基因 0。 和 On MFI, CHOKE RAGE Or 和 On 作用 ， 
从 而 使 由 Pi 和 Pe 开始 的 早期 转录 作用 关闭 。 

以 上 简 述 了 噬菌体 裂解 性 生长 时 的 基因 转录 及 表达 的 调控 。 下 面 再 介绍 在 溶 源 性 繁 
殖 中 的 转录 和 调控 。N 和 蛋白 的 累积 和 它 的 去 终止 作用 ;同样 使 cl 和 clll RAR. cll 
Al cll 产物 共同 激活 由 Pi (iat 基因 启动 子 ) 和 Ps《〈 阻 过 确立 启动 子 ) 开始 的 转录 作 
用 。 这 两 个 启动 子 的 作用 与 叹 菌 体 的 繁殖 ( 即 , 是 继续 保持 裂解 性 生长 还 是 宿主 被 咨 源 化 ) 
有 着 密切 关系 。 Ps 的 转录 作用 是 向 左 进行 的 ， 因 为 启动 子 定位 于 和 co 基因 相对 的 
另 一 条 DNA 链 上 ,因此 ，Ps 对 cro 基因 不 起 作用 。Pa 的 转录 会 直至 cl KK 

前 面 已 提 到 , cl 产物 是 1 OEM, ER cro 产物 一 样 ， 对 操纵 基因 OL MA 
亲 和 性 3 但 是 在 代谢 上 ，cl 蛋白 比 cro 蛋白 更 稳定 ， 它 与 O. 和 OF 的 结合 位 置 不 同 
+ co 蛋白 ; 4 cl 蛋白 累积 到 足够 的 量 之 后 ,通过 阻止 0、P 和 Q 基 因 的 表达 中 止 噬 
gtk DNA .的 复制 作用 以 及 所 有 晚期 转录 基因 的 表达 。 由 于 int 基因 产物 ( 称 为 整合 酶 ) 
的 作用 ,和 基因 组 被 整合 到 宿主 细胞 的 染色 体 DNA Lb, Em TRIM BARE 
体 上 的 噬菌体 DNA 将 随 宿主 细胞 一 起 复制 。 但 是 ， 随 着 细胞 的 分 裂 传代 ， 最 初 由 Pe 
启动 产生 的 cl 产物 等 于 被 稀释 了 ,要 保持 深 源 化 状态 ， 就 要 维持 足够 量 的 I BA, Pu 
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(oa). 几 种 突变 株 的 表 弄 


“ “下面 介绍 几 种 与 溶 源 现象 有 关 的 1 噬菌体 突变 株 的 表 型 。- 

(1) cl 基因 的 突变 失 活 ， 鸣 菌 体 不 能 产生 cl 阻 遇 物 , 宿 主 细胞 也 不 会 深 源 化 ,这 种 
ARBRE RISA, HSRRHE, dl 突变 株 同样 保留 着 对 野生 型 和 的 cl Be 
物 的 敏感 性 ,不 能 在 溶 源 化 的 细菌 株 ( 例 K12) 中 生长 ,并 对 1 和 AC 变异 体 有 免疫 性 。 

(2) avir 是 指 能 在 大 肠 杆 菌 KK12(4) 菌株 中 生长 的 突变 株 。 通常 它们 具有 双 突 变 
(或 者 三 突变 ): 在 Or 上 有 一 突变 并 在 On 上 也 有 一 突变 。 这 些 突变 影响 了 操纵 基 
因 ,它们 不 能 与 cl BWA 

(3) Nin 缺失 作用 指 1 基因 组 中 去 除了 定位 于 了 和 Q 基 因 之 间 的 ta2 终 下 区 ， 使 Q 
基因 能 在 没有 N 和 蛋白 的 存在 下 进行 转录 。Q 和 蛋白 的 存在 就 允许 晚期 转录 的 基因 表达 。 所 
以 anin 鸣 菌 体 的 裂解 性 生长 不 取决 于 N 和 蛋白 的 存在 与 否 。?4nin 不 能 正常 生长 , AWK 
去 了 与 重组 功能 有 关 的 Red 和 Gam 的 表达 作用 。Red 和 Gam 是 与 晚期 DNA 复制 
有 关 的 基因 。 

(4) cll BR cll 的 突变 株 很 难 表现 其 盗 源 性 , 除非 能 借助 只 菌 体 的 共 感 梁 来 提供 相 
应 的 基因 产物 ; 一旦 深 源 性 已 经 确立 , cII 和 clll 的 突变 株 能 维持 于 前 噬菌体 状态 。 因 
ABI sk BH AR AE FFE SE cl PRY, cll FI clll 产物 并 不 起 作用 。 

(5) ui” @2-RAMAA, 4 PL 到 Pe ZHPBAKA MK 434, ere 
BAMA, 突变 体 Ui 对 噬菌体 434 的 阻 遏 物 是 敏感 的 ， 而 对 4 的 cl 阻 遏 物 不 敏 
Ko di” 也 是 杂 合 吻 菌 体 。 1 基因 组 中 由 N 到 cll 之 间 的 区 域 由 鸣 菌 体 21 的 相应 部 位 
来 蔡 代 。 因 此 杂 合体 对 1 的 cl 蛋白 不 敏感 ,而 对 来 自 噬 菌 体 21 dl 蛋白 敏感 。: 


=k 鸣 菌 体 载体 的 构建 


正如 前 面 介绍 的 (图 2.9), 4 史 菌 体 的 基因 组 可 以 分 为 三 个 部 分 : 左 臂 、 右 臂 及 中 央 
区 。 左 臂 负 责 构 建 头 和 尾部 结构 ;, 包装 鸣 菌 体 DNA 和 产生 共有 感染 性 的 噬菌体 所 必需 
的 全 部 基因 (从 基因 A 到 J), 右 臂 是 指 由 N 基 因 开始 向 右 直 至 右 末 端的 区 域 ， 包 括 负责 
DNA 复制 (基因 O 和 P), 使 宿主 细胞 裂解 (S 和 了 R 等 基因 ), 以 及 它们 的 调控 上 顺序。 中央 
区 是 从 基因 J 之 后 到 XX 之 前 的 部 位 ,这 个 部 位 的 基因 不 是 形成 噬菌体 所 必需 的 ,它们 约 占 
基因 组 总 长 度 的 40 多 。 若 用 外 源 DNA 取代 这 个 区 域 的 基因 ， 不 会 影响 噬菌体 的 形成 。 
这 一 特性 是 1 ER DNA 可 作为 载体 携带 外 源 基因 的 基础 。 

A 鸣 菌 体 在 宿主 细胞 中 繁殖 ,复制 的 DNA 要 包装 到 事先 已 组 装 好 的 头 部 ， 并 再 接 上 
尾巴 后 才 成 为 成 熟 的 噬菌体 和 具备 感染 的 能 力 。 唉 菌 体 要 具有 感染 性 ,被 包装 的 DNA 要 
有 一 定 的 长 度 。 7 的 野生 型 噬菌体 DNA(48.5kb) 包装 的 效率 最 高 ， 并 且 所 形成 的 噬 菌 
体 颗 粒 具 有 最 强 的 感染 力 。 实 验证 明 ; 当 被 包装 的 DNA 分 子 的 长 度 在 野生 型 ADNA 的 
78 一 105 多 的 范围 内 , 仍 可 被 包装 成 具有 感染 能 力 的 只 菌 体 颗粒 ， 但 其 感染 效率 将 低 于 野 
生 型 噬菌体 。 如 果 DNA 的 长 度 短 于 野生 型 DNA 长度 的 78 多 或 者 超过 了 105%, BA 
能 形成 具有 感染 力 的 鸣 菌 体 颗粒 。 这 就 表明 在 选用 1 作 载体 时 ， 插 人 的 外 源 DNA 的 大 
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小 需 有 一 定 的 限制 。 

把 外 源 DNA 插 人 到 1 RANT SRAM, A 党 用 的 方法 是 借助 特定 的 限制 性 内 切 栈 
位 点 的 插 人 重组 。 可 是 ,许多 种 限制 性 内 切 酶 在 野生 型 1DNA 上 具有 多 个 切 点 ?而 且 有 
些 位 点 正定 位 于 与 噬菌体 生长 繁殖 密切 有 关 的 必需 基因 之 中 ， 这 些 位 点 的 剪 切 重 组 将 会 
严重 影响 吻 菌 体 的 繁殖 。 因 此 ,野生 型 1DNA 不 能 直接 作为 载体 ,需要 经 过 人 工 改 建 才能 
成 为 有 价值 的 克隆 载体 。 改 建 载体 的 工作 包括 @ 四 消除 或 改变 1 基因 组 必需 区 内 的 不 必要 
的 限制 性 内 切 酶 位 点 ;@ 在 可 替代 区 构建 所 需 的 内 切 酶 位 点 ; 轩 其 他 结构 土 的 改建 ;以 提 
高 载体 的 效用 。 譬如 , 插 人 一 个 外 源 启 动 子 , 使 载体 具有 表达 外 源 基 因 的 功能 等 等 。 


《一 ) 限制 性 内 切 酶 位 点 的 消除 或 构建 


在 ADNA 上 进行 限制 仁 内 切 酶 位 点 的 消除 或 构建 ， 目 的 在 于 使 载体 DNA HAS 
代 区 域 具有 单一 或 两 三 个 某 一 种 或 几 种 特异 的 限制 酶 位 点 ， 并 且 消 除 这 一 种 或 几 种 酶 在 
MDNA 左 ` 右 臂 上 的 位 点 ,以 使 外 源 DNA 定位 地 插 人 到 载体 上 。 

1.EcoRI 位 点 的 消除 

根据 微生物 限制 修饰 特性 ,可 以 通过 体内 实验 ， 达 到 消除 1 基因 组 必需 区 【《 即 左 、 ti 
B)A EcoRI 位 点 。 把 1 唉 菌 体 循环 交替 地 在 大 肠 杆菌 民 株 和 含有 EcoRI MEARE 
的 天 株 中 繁殖 ,最 终 可 以 分 离 到 只 有 在 基因 组 非 必 需 区 含有 单个 或 两 个 EcoR1 位 点 的 2 
突变 株 。Murray、Rambach 和 Thomas 等 三 个 实验 室 于 1974 年 都 报道 了 此 结果 as 不 过 ， 
这 种 方法 只 适合 于 宿主 细胞 能 产生 的 那 种 限制 酶 的 位 点 消除 , 即 消除 1DNA FRY EcoRI 
位 点 。 但 要 消除 ADNA 中 的 其 他 酶 切 位 点 像 BamHI、HindlII 等 ， 显 然 不 能 采用 此 方 
法 。 

2. 遗传 突变 

构建 1 载体 最 常用 的 方法 是 利用 遗传 学 的 点 突变 、 取 代 或 缺失 等 ,使 野生 型 4 发 生 突 
变 , 改 变 其 基因 组 中 限制 性 内 切 酶 位 点 的 分 布 ,或 消除 基因 组 必需 区 部 位 的 酶 切 点 。 

3. 1 同类 鸣 菌 体 之 间 的 基因 片段 置换 

$80,621 和 $434 等 都 是 1 AVIRA , 称 为 Lambdoid MRK, 它们 的 基因 片 
RAW ANA 中 相应 的 基因 片段 进行 蔡 换 。 由 于 选用 的 片段 含有 所 希望 的 限 Ie 
位 点 或 者 不 含有 要 从 野生 型 1DNA 中 消除 的 酶 位 点 ， 用 它 去 取代 ADNA ea 
位 , 即 可 构建 成 符合 要 求 的 载体 。 

体外 包装 叹 菌 体 的 成 功 , 为 用 诱 变 构建 4 载体 提供 了 快速 有效 的 筛选 方法 用 某 种 
能 消除 特定 位 点 的 限制 酶 来 降解 在 构建 中 的 载体 DNA ， 再 进行 体外 包装 和 感染 宿主 细 
胞 ,只 有 未 被 酶 切 的 载体 DNA 才能 高 效 地 包装 成 噬菌体 颗粒 和 感染 宿主 细胞 。 如 此 循 
环 筛 选 突变 体 数 次 ,就 可 选择 性 地 消除 不 需要 的 限制 酶 位 点 ,提供 有 效 的 载体 。 

采用 上 述 的 数 种 方法 , 迁 今 已 建成 了 一 系列 的 1 载体 ( 见 本 节 第 三 部 分 )5 一 般 说 来 ， 
一 种 载体 主要 适用 于 某 一 种 特定 内 切 酶 位 点 的 插 人 或 替代 重组 。 但 目前 发 展 的 是 希望 在 
几 种 限制 酶 的 位 点 上 接受 外 源 DNA。 当 载 体 DNA 的 非 必 需 区 内 只 有 一 个 酶 切 位 点 ， 
此 部 位 可 以 插 信 外 源 基因 片段 ; 当 载 体 有 两 个 以 上 的 限制 酶 的 位 点 ,用 酶 切 之 后 ， 非 必需 
Kay DNA! 可 用 外 源 DNA 取代 ,构成 杂 合 的 重组 叹 菌 体 DNAS 
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(=) 其 他 目的 的 改建 


除了 消除 IDNA 必需 基因 区 内 某 些 限 制 酶 位 点 或 构建 所 需 位 点 之 外 ;还 需 进行 其 
他 目的 的 改建 工作 。 为 的 是 @ 运 载 不 同 大 小 的 外 源 DNA;@ 有 更 多 的 插 人 位 点 ; 轿 克 隆 
之 后 便于 从 噬 菌 班 的 表 型 来 区 分 重组 体 和 自身 的 载体 ;@@ 表 达 外 源 基 因 ;@ 使 重组 后 的 克 
隆 有 较 高 的 产量 ,容易 回收 插 人 的 片 妥 ,等 等 。 下 面 列 举 载体 的 几 种 改建 。 

1. 乳糖 操纵 子 的 引信 

乳糖 操纵 子 存在 于 大 肠 杆 菌 中 ，1lac2Z 是 乳糖 操纵 子 中 的 一 段 DNA 片段 , 它 包 含有 
启动 子 的 序列 以 及 半 乳 糖 背 酶 结构 基因 。 由 于 lacz 中 的 半 乳 糖苷 酶 基因 能 和 完整 乳糖 
操纵 子 一 样 获得 表达 ,因此 也 显示 有 半 乳 糖 背 酶 活性 。 当 把 lacZ 片段 重组 到 1 载体 上 的 
合适 部 位 (例如 中 央 区 ), 载 体会 具有 该 基因 的 表 型 。 这 就 是 说 ; 带 lac2 片段 的 1 载体 在 
乳糖 操纵 子 阴性 (lac- ) 的 大 肠 杆 菌 中 ， 可 显示 半 乳 糖苷 酶 活性 。 被 此 种 载体 感染 后 的 宿 
主 细菌 , 当 在 含有 5-18-4-B-3-5| PR -8-D- FL FE (5-bromo-4-cheoro-3-indolyl- 
p8-D-galactoside， 简 称 X-gal) 的 培养 基 中 生长 时 ,形成 的 噬 斑 呈现 蓝 色 。 但 是 , 当 载 体 
DNA 含 此 lac2 片段 的 区 域 被 外 源 DNA 取代 ,重组 体 在 同样 条 件 下 感染 宿主 菌 ; 形 成 
的 重组 体 噬 菌 斑 则 为 无 色 透 亮 的 斑点 ,显示 无 半 乳 糖苷 酶 活性 。 通 过 lacZ 的 表 型 检测 ， 
有 利于 重组 体 的 辩 认 和 选择 。 Williams 和 Blattner 等 构建 的 charon 系列 载体 中 的 
charon3A 和 4 A,;, 或 Murray 等 构建 的 . ;2MN762、781 或 816 等 均 有 此 特性 。 

同样 , BAAR lacZ 基因 的 片段 取代 ,只 要 使 lac 基因 的 正常 表达 受阻 , 不 能 产 
生 有 活性 的 半 乳 糖苷 酶 ,也 可 导致 对 X-gal 的 阴性 反应 。 具体 地 说 * 若 把 外 源 基 因 片 侦 
AZ) lacZ 的 酶 结构 序列 中 ,使 之 得 不 到 有 功能 的 酶 产物 BACRSAERM, AD 
第 四 部 分 要 介绍 的 新 载体 agli 9 

2.Spi 基因 表 型 的 构建 

野生 型 AMAA ERA P2 前 吻 菌 体 的 大 肠 杆 蓝 宿主 细胞 中 生长 ，1 的 此 种 
表 型 称 为 Spi( 对 P2 吻 菌 体 和 干扰 的 敏感 性 )。 但 是 ;, 当 1 基因 组 中 与 DNA 体内 重组 作 
用 有 关 的 两 个 基因 red 和 gam 丢失 之 后 , 1 的 突变 体 就 可 以 在 P2 溶 源 菌 中 生长 ， 此 
时 喉 菌 体 的 表 型 称 为 Spir。red 和 gam -基因 是 定位 于 基因 组 的 非 必 需 基 因 区 域内 。 当 
选用 147.1,21059 以 及 EMBL3 或 4 等 取代 型 载体 时 , red 和 gam PEP RAE RMRE 
而 丢失 ,加 人 大 了 外 源 DNA 的 重组 体 显 示 Spi- 表 型 ,能 在 大 肠 杆 菌 recA+ 的 PAR 
《例如 夫 肠 杆菌 Q359 等 ) 中 人 繁殖。 因此 ,当选 用 合适 的 宿主 菌 ( 即 recA* 的 含 P2 HiME 
菌 体 的 大 肠 杆菌 ), 就 可 以 来 区 分 和 选择 重组 克隆 。 

Spi - 表 型 的 重组 吻 菌 体 不 能 在 :recA- 的 宿主 细胞 中 繁殖 。 另 外 ，gam 的 喉 菌 体感 染 
recA- 的 细菌 时 ,由 于 gam 基因 产物 缺乏 ， 宿 主 细胞 的 重组 体系 就 异常 活跃 ,导致 克隆 
DNA 的 重 排 。 这 是 Spi MRAZ recA+ 宿 主 细胞 中 繁殖 的 一 种 弊端 为 了 防止 这 种 
弊端 ,在 采用 Spi 的 表 型 选择 重组 体 时 ,有 人 提出 使 用 recB,C- 的 菌株 作 宿 主 细胞 。 Jef- 
freys 等 在 1982 年 报道 了 将 携带 有 哺乳 动物 血红 蛋白 基因 的 Spi 重组 叹 苗 体 引 人 到 
recB:C 的 大 肠 杆菌 宿主 细胞 中 繁殖 ， 并 通过 对 插 人 基因 的 核 童 酸 序列 分 析 , 表明 DNA 
序列 中 未 发 现任 何 重 排 现 象 。 

3.chi 突变 
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正如 上 述 ，Spi- 表 型 的 噬菌体 是 由 于 red 和 gam 两 基因 的 缺失 (red- 和 gam’), 
它们 在 P2 溶 源 菌 或 野生 型 的 大 肠 杆 菌 中 的 生长 均 很 贫乏 , 形成 的 鸣 菌 斑 很 处 如果 刚 
菌 体 DNA 中 引信 chi 位 点 ，Spi- 的 噬菌体 在 上 述 宿 主 细胞 中 的 繁殖 力 会 增强 ; 吃 菌 开 
ABR, chi 位 点 是 指 一 段 长 度 为 八 核 昔 酸 的 DNA 序列 ， 有 人 测 出 其 核 背 酸 序列 为 5 
-G:C-T-G-G-T-G-G-3'。 野 生 型 的 厌 噬菌体 DNA 并 不 存在 此 序列 ，: 但 可 在 为 的 某 些 
突变 体 中 发 现 它 。 大 肠 杆菌 染色 体 DNA 中 存在 chi 序列 ， 野 生 型 的 大 肠 杆 菌 染色 体 : 
中 ,平均 约 每 5.000bp 出 现 一 次 chi 序列 。 在 真 核 细胞 基因 组 中 都 含有 此 序列 Jehi 的 
SHAE WOE EMMI recBC 旁 路 引起 的 重组 作用 ,但 是 在 recA.recB 或 tecC 突变 的 
宿 过 细胞 中 就 不 能 测 出 chi 的 活性 。 另 外 ,对 于 redt 或 gamt 的 2 喉 菌 体 ;chi 的 作用 会 
WES, 因为 前 者 是 由 于 高 的 red 重组 旁 路 的 活性 ;后 者 是 ; ga 元 基因 产物 抑制 了 recBS 
Ci 酶 的 活性 。 对 于 :redrgam- 的 突变 体 ， 包 括 重组 体 因 插 人 外 源 DNA MSHA Spi z 
型 (也 是 red Ml gam 基因 的 丢失 )，chi 位 点 的 存在 会 使 噬菌体 生长 繁殖 力 变 强 吕 不 论 
chi 是 原来 就 存在 于 载体 中 还 是 随 外 源 DNA 带 大 的 ; 均 有 相同 的 效果 6 这 也 表明 也 用 
不 带 chi 序列 的 载体 克隆 外 源 基因 时 ， 在 外 源 DNA 片段 中 带 有 ,cli 序列 的 重组 体 的 
繁殖 能 力 强 于 不 含 .chi 序列 的 重组 体 。 因 此 在 重组 体 扩 增 时 , 后 者 很 容易 丢失 。 所 以 在 
改建 饼 载 体 时 ,使 其 基因 组 的 任 一 劈 区 ( 堪 辟 或 右 臂 ) 带 有 chi PARADE, tHE 
(EWA HMRK, MARES BAK chit, HiLBAKET NER, = 
尽 可 能 保持 基因 文库 的 完整 性 。 11059 和 AL47.1 3 de ea Re RS chi 位 
FAQ, HT (62 32H PRR BEA KI I AE — Be, + ey 

4.imm*™ 片段 的 引入 a se 

WEEK 6434 是 Lambdoid MRAM, CH RAIA. 这 是 在 | 
We BRE DK aR PN A A PO AR PPAR BEA BI, FE GWE 
By (cl 蛋白 ) 的 合成 。cI ZATMHBAKNKHEAMRARA ABER, HER 
REMAN HA Ae EO AK R RRA SHS 当 外 源 iDNA HA cl & 
Abt cl 蛋白 的 合成 受阻 ,重组 的 噬菌体 失去 了 上 述 混浊 鸣 菌 斑 的 性 状 , 呈现 完全 清亮 的 
WERE BE, FAG, WES BEAR PREY FILLE A RS | 

由 于 噬菌体 434 基因 组 上 cl 基因 只 有 单一 的 EcoRI 和 Hindi 位 点 ， 若 用 它 的 cl 
基因 去 取代 野生 型 1 基因 组 的 , cL .区域 , 得 到 的 载体 可 在 cl 基因 目的 EcoRI 或 HindIII 
单一 位 点 插 类 外 源 :DNA， 然 后 ， 借 噬 菌 斑 的 混浊 度 来 区 分 BARR SER, A 
Limm*cl 基因 的 载体 被 称 为 免疫 性 插 人 型 载体 。: 外 源 DNA 片段 插 大 Aimm 9 of 
因 中 ,重组 噬菌体 呈现 清亮 型 噬 菌 班 。Mauarray 等 构建 的 ANM641 #1728 RAL Bla 
tner 等 报告 的 charon7 等 均 可 接受 外 源 -DNA AY EcoRI 或 HindIII 降解 片段 ; 载体 的 
最 大 插 大 容量 为 10kb。 插 大 后 形成 的 重组 吻 菌 体 在 宿主 菌 中 的 生长 比 原 载体 更 健壮 ; 叭 
菌 斑 为 请 亮 型 。 新 近 介 绍 的 1gtl0 载体 ,也 是 imm4% 的 免疫 性 插入 型 载体 。 

5.cI857: 突变 体 

cl 基因 温度 敏感 性 《ts) 的 突变 体 用 1857 表示 。 此 种 突变 体 在 低温 (30 一 32%0) 
下 ;前 噬菌体 能 稳定 地 风 合 于 宿主 的 染色 体 DNA 中 , 旦 溶 源 性 繁殖 ;然而 ， 当 温度 大 高 
到 42 一 45"c ,前 鸣 菌 体 基因 组 就 会 从 宿主 的 染色 体 上 释放 出 来 , 进入 裂解 性 生长 ,最 终 导 
致 宿主 细胞 的 裂解 。 把 此 温度 敏感 性 突变 体 〈cl857) 引入 载体 中 , 载 有 外 源 _DNA ;的 杂 
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RARE CURA UE, GAMA 1gtll 就 具有 此 特性 。_ 

6. 其 他 突变 体 

1 DNA 中 的 $ 和 有 两 个 基因 是 宿主 细胞 裂解 所 必需 的 。S100 是 指 s 基因 的 珑 珀 型 
(amber) 突变 体 , 它 使 宿主 细胞 不 被 裂解 ,噬菌体 颗粒 可 大 量 地 累积 于 细胞 内 ,最 后 靠 加 
入 氧 伤 来 导致 细胞 的 裂解 和 噬菌体 的 释放 。 所 以 ;S100 突变 体 可 以 提高 史 菌 体 产量 5 ， 

min5 是 指 4 基因 组 中 去 除了 转录 终止 位 点 tee 的 缺失 型 突变 作用 , 突变 体 的 裂解 性 
生长 将 不 受 玉 基 因 产 物 的 控制 。 


三 、 常 用 的 A 载体 种 类 


BAS DNA 分 子 克 隆 技 术 的 诞生 ，Mnurray 和 Murray, Rambach 和 Tiollais 以 及 
Thomas 等 几 个 实验 室 在 1974 年 就 提出 了 1 噬菌体 可 以 改建 成 克隆 外 源 基因 的 载体 此 
后 ,不 断 有 各 种 1 载体 被 构建 成 功 。 启 今 为 止 ,已 报道 的 载体 已 超过 100 种 ， 表 2.3 AR, 
出 部 分 常用 的 载体 。 一 般 说 来 ， 1 载体 可 分 为 蔡 代 型 和 插入 型 两 类 。 插 人 型 载体 在 其 基 
因 组 的 非 必需 区 内 ,有 一 种 限制 性 内 切 酶 的 单一 位 点 供 外 源 基 因 的 插 人 ,重组 时 并 不 委 朱 
BARE ,得 到 的 重组 DNA 分 子 都 比 原 载体 要 长 。 插 和 人 型 载体 可 容纳 的 外 源 DNA 片 
RRR, 重组 分 子 的 长 度 不 超过 野生 型 1 分 子 长 度 的 -105 和 ,过 长 的 分 子 (> 105%) 
就 不 能 被 包装 成 噬菌体 颗粒 。 插 和 人 型 载 体 也 可 构建 成 含 几 种 酶 的 单一 尺 点 ， DA te Pe 52 J 
种 不 同 限制 酶 的 降解 片段 。 

取代 型 载体 往往 在 1 基因 组 可 替代 的 中 央 区 具有 同一 种 限 制 醋 的 二 不 以 上 的 切 点 ， 
载体 酶 切 之 后 , 需 把 可 替代 的 中 喘 片 段 分 出 ,用 载体 的 左右 两 臂 和 外 源 DNA 重组 。 重 组 
之 后 ,载体 失去 了 原 有 的 中 央 片 眉 ,而 接纳 了 外 源 基因 片段。 一 般 说 ， 最 大 的 可 插 人 片段 
为 22kb ,最 短 的 片 豚 不 能 短 于 9 一 10kb。 有 些 载体 可 兼 有 插 人 和 替代 两 种 重组 形式 ， 这 取 
决 于 载体 所 具有 的 可 供 插 人 外 源 DNA 的 限制 酶 的 种 类 和 切 点 数目 。 


(一 ) 由 1gt 衍生 来 的 载体 


jgt LFW 1DNA , 经 过 消除 基因 组 中 央 非 必需 区 上 二 个 ,EcoRI 位 点 并 引入 缺 
失 性 突变 衍生 来 的 。 产 生 的 突变 体 称 为 gt 8B 和 Age - AC, EAA EcoRI 位 点 5 
当 用 EcoRI 降解 后 ， 产 生 的 三 个 片 朋 中， 除了 左 、 右 两 璧 之 外 ;还 有 中 央 片 月 。 其 中 央 片 
Be HEF AR 2 的 EcoRIB 片段 时 称 1gt， 1B, 为 AEcoRIC 片 豚 时 称 agt: AC. 中 央 片 
BSA] Sh DNA 片 自 取代。 此外， 考虑 到 载体 在 生物 学 上 的 安全 性 ,gt MAR 
能 在 实验 室 用 的 宿主 菌 内 存活 ;因此 引信 了 三 种 缺失 型 突变 〈W，E,， 8)5 WHA 
体 组 装 所 必需 的 , E 和 叹 菌 体外 壳 蛋 白 合成 有 重要 关系 , S 是 引起 宿主 细胞 裂解 所 不 可 少 
的 。 当 hgt 被 导致 这 三 个 基因 的 缺失 后 ,缺失 型 叭 菌 体 称 为 AgtWES, 向 1gt. 1B 和 
Agt + AC 引入 上 述 三 种 缺失 突变 后 ,载体 就 分 别称 为 1gtWES - 1B .和 2gtWES .1C。 这 
种 缺失 型 的 1 噬菌体 衍生 物 只 能 在 可 校正 上 述 三 基因 的 大 肠 杆 菌 突 变 体 Sull 和 Sulll 
的 宿主 细胞 中 生长 。 MgtWES、 1B 载体 的 总 长 度 为 40.4Kb， 较 多 地 应 用 于 中 等 天 小 的 
EcoRI 降解 片段 的 克隆 。 
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R23 几 种 人 载体 的 特性 


大 小 | 适用 的 插 | 载体 | 可 插入 外 源 片 | 重组 子 的 选择 
载 体 | (kb) | “Ati | EBRD) 标记 有 过 ” 43) as 
AgtWES- 4B) 40.0 | EcoRI R" |Pos ts Leder,P.ez al., Science ,196,175(1977). 
4NM540 39.2 Hindlll.’ | | 0 一 11.8 EseWERE |Murray,K-er al.,J.M.B.98,551(1975). 
ANM641 39.3 EcoRI I 0—11.6 JE5EMERE |Murray, N. E. ez al., Mol. Gen. 
“* “Genet®, 150; 53(1977 )s 
4NM728 38.7 HindIII I 0—12.2 2 BEEBE 同上 
4NM762 43.3 HindIII R 2.61536. | laos 同上 
NM816 44.3 | EcoRI R 113 lac" _‘ |Wilson, G. G. ex ol, J. Me B: 432, 
471(1979). 
4NM1033 42.7 EcoRI R,| 6—19 lac>5Bio- |Murray,N.E.,in “LAMBDA II” Ed.by 
Hendrix,R.W. ez al.,1983,pp395—432, 
4NM1149 39.7 EcoRI I O11 3 SEE BE 同上 
HindIII I 0—11 : 
ANMI1151 (39.2 EcoRI I 0—12 同上 
HindIII I 0~12 
BamHI I 0—12 
Charon4A 45.4 EcoRI’ R Pol—20 lac-,Bio~ |Blattner, F. ez al., Science, 196, 
161(1977). 
Charon21A | 41.8 Hindill I 0—9.1 用 xVX Gee 局 上 


Charon22 46.1 | Xmal RA 3 BtL16.8 Williams, B. G. ez al., in “Genetic 
; Engineerin Ed. by Setlow, J. i. ef 
al., 1980, Vol. II, p201 


Charon28 40.2* | BamHI R 6—19 Rimm,D.L.e al.,Gene,12, 301(1980), 
Charon30 46.7 EcoRI R 4.5—17.5 同上 
HindIII I 0 一 11.7 

a eas ‘i a Se Loenen, W. A. M. cz al., Gene, | 
Charon34 | 46.7 | poly-L® | R | 8—21 26, 171(1983). 
Charon35 45.8 poly-L” R 9—22 同上 
4L47 40.4 | EcoRI R 8.4—21.4 | Spi- Loenen, W. A. M. ez al., Gene, 

BamHI Ril 4:01.21 Spur 10, 249(1980) 

HindIII R | 6.8—19.8| Spi- 
A1059 42.5 _ BamHI R 8—21 Spi- Karn, J.S.e¢ al.,PNAS,177,5172 (1980). 
ABF101 46 BamHI R 8 2 Spi- Maniatis, T. ez al.,“Molacular 

: Cloning”, 1982, p44. - 

AEMBL3/4 43.2 EcoRI R 9—22 Frischauf, A-M. ez al., J. M. B., 

BamHI R 9—22 170, 827(1983). ta 

Sall R 9—22 
Agtlo 43.3 EcoRI | 0 一 7.6 清亮 喉 菌 斑 |Young,R.A.er al.,PN48,80,1194(1983)。 
Agtil 43.7. | EcoRI I 0 一 7.2 lac- 同上 


1) 载体 类 型 分 取代 型 (R) 和 插入 型 (ID)。 

2) 重组 子 选 择 标记 : lac ， 因 为 重组 子 丢失 了 lac 操纵 子 ”在 含 X-gal 平板 上 显示 无 色 吃 菌 斑 ; 在 4gtll pA 
lacZ 结构 基因 中 插 人 外 源 DNA 而 导致 半 乳 糖苷 酶 不 能 正常 表达 使 呈现 lac-; Bic-， 生 物 素 测试 阴性 ; 
S$pi- 见 正文 s 

3) 载体 来 自 stack2221ADNA 长 度 为 39.39kb,3K 2270, DNA 长 度 是 40.2kb。 

4) poly-L 为 一 60 核 背 酸 左右 的 寡 核 苷 酸 多 用 连接 子 ,， 含有 EcoRI,BamHI,Hindilll,Sall,Sstl,Xbal 六 种 可 
供 插 入 用 的 限制 性 内 切 酶 位 点 。 


(二 ) Charon 系列 载体 


这 是 由 Blattner 和 他 的 同事 为 主 构建 的 系列 克隆 载体 ,后 来 也 有 其 他 实验 室 报道 了 
这 类 载体 。 到 目前 为 止 衍生 物 有 30 多 种 ， 包 括 有 插 人 和 取代 两 种 类 型 ,其 中 常用 的 几 种 
列 于 表 2.3 中 。 为 了 使 载体 在 使 用 上 更 简便 ， 生 物 学 上 更 安全 , 以 适合 于 携带 真 核 基因 ， 


es 38 。 


还 作 了 一 系列 的 改建 。Charon 系列 载体 常用 Lambdoid 噬菌体 $80 中 的 同 源 基因 , 象 


att™imm”, QSR® 等 片 眉 蔡 代 野生 型 IDNA 中 相应 的 基因 ,有 时 还 将 引信 的 $80 基 因 
进行 诱 变 。 例 如 遗传 标记 KH53 MEE $80 上 与 cl 基因 类 似 区 域 的 缺失 型 突变 ,以 有 
效 地 防卫 盗 源 化 作用 。 有 的 衍生 物 中 引信 了 大 肠 杆 菌 lac5 片段 ,可 以 借 噬 菌 斑 在 含 - 
gal 染料 的 培养 平板 上 所 显 的 颜色 来 鉴别 重组 体 和 未 重组 的 原 载体 。 喉 菌 体外 壳 蛋 白 基 
因 坟 和 B 在 引入 amber 突变 (突变 标记 为 Aam32,Baml) 后 ,可 以 增加 载体 的 安全 性 。 凡 
BIA ERAN Charon 载体 , 均 在 其 载体 号 码 后 加 有 大 写字 母 A。 例 如 Charon4A， 就 
$278 Charon4 载体 上 引入 了 Aam32、Baml 突变 。 其 余 的 基因 表 型 相同 于 Charon4s 常 
被 选用 的 载体 有 - Charon4A Charon21A、Charon34 和 35, 

Charon4A。 载 体 总 长 度 为 45.4kb,， 含 有 大 肠 杆 菌 lad 基因 ， 需 要 用 Sulll 的 宿主 
细胞 ,选用 EcoRI 位 点 ,可 容纳 15 一 20kb 长 度 的 基因 片段 。 

Charon21A。 总 长 41.7kb， 需 要 含 校正 基因 SupE 或 SupF 的 宿主 菌 。 是 HindIII 
位 点 的 插 人 型 载体 ,容纳 的 片段 可 大 至 %1kb。 

Charon28。 可 有 两 种 长 度 略 有 差别 的 载体 ， 来 自 stock2221 的 Charon28， 长 度 为 
39.39kb,ifi stock2270 来 源 的 为 40.29Kb， 在 其 堪 臂 多 了 -一段 长 900bp 的 未 知 来 源 的 片 
Bo Ee 1980 年 发 表 的 可 借 BamHI 位 点 携带 外 源 片 眉 的 取代 型 载体， 容量 6 一 18kb， 
适用 于 Mbol 或 Sau3Al 部 分 降解 作用 产生 的 外 源 _ DNA 片段 的 克隆 。 也 有 人 选用 
HindIll (fA RR KE RBO)WHERODF 11kb). 在 Charon28 载体 中 不 含 chi 位 
点 ;因此 ,重组 的 吻 菌 斑 大 小 的 差别 比较 大 ,在 扩 增 时 容易 丢失 某 些 重组 体 , 使 基因 文库 不 
完整 。 近 年 来 常用 47.1、11059 和 ABF101, 尤其 是 -EMBL3 和 4 载体 来 取代 Charon 
28, FAP BamHI 位 点 的 取代 性 插 人 重组 。 和 Charon28 一 起 构建 成 的 Charon30 也 是 
BamHI 位 点 的 取代 型 载体 。 

,Charon34 和 35。 是 由 -Loenem 和 -Blattnelz F 1983 年 构建 成 的 新 载体 (图 .2.12)。 二 
父 载体 的 中 央 片 外 的 长 度 稍 有 不 同 , 在 中 央 片 段 和 左右 两 臂 相 连 处 各 有 一 60bp WOR 
核 背 酸 接头 ,接头 提供 了 五 种 不 同 限制 酶 的 插 人 位 点 〈EcoRL BamHI、HindII、SstL 和 
XbaI)。SalI 的 位 点 也 可 用 ,但 其 中 一 个 Sall 位 点 得 选用 靠近 多 聚 核 苷 酸 接头 但 定位 于 
右 臂 上 的 位 点 。 接 头 中 的 Pstl 和 Smal 位 点 不 能 用 于 克隆 外 源 基 因 ， 但 它们 可 用 来 切 
割 插 和 人 的 外 源 DNA。 


R Ss(SmX S (P) H B B H (P) (S) X(Sm)Ss R S 
人 
ol ET 
h35 
19.5 16.5 (34) "TO? 
下 : 15.6 (35) 


图 2.12 ARMm Charon34 和 35。 
这 是 -Charon 34 和 35 载体 的 简单 示意 。 在 中 央 的 非 必 需 基 因 区 的 左右 两 侧 
各 有 一 个 长 度 为 60bp 的 多 聚 连接 子 ? 其 核 苷 酸 序 列 相同 而 连接 的 方向 正 相 反 。 
多 聚 连接 子 共 含 八 种 限制 性 内 切 酶 位 点 ?依次 为 BamHI(B), Hindlll(H), 
Pstl(P),Sall(S), Xbal(X),Smal(Sm),SstIl(Ss) 和 EcoRI(CR)。 它 们 是 取代 
型 载体 ， 可 提供 六 种 酶 ( 见 图 示 ? 除 Smal 和 Pst 位 点 之 外 ) 的 插入 位 点 。 
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a= ANM 系列 载体 


， 这 是 由 Murray 和 他 的 同事 为 主 构建 的 一 组 系列 载体 s; 早年 (1975 年 ) 获 得 的 二 > 
载体 命名 为 1NM426 和 540, 分 别 是 EcoR1 和 HindHI fremwABRA. Wea, th 
把 来 自 工 smbdoid 噬菌体 434 的 cl 基因 Gimm434) 引信 到 载体 中 ,构建 成 免疫 性 插 人 
型 载体 : 1NM641 和 728, 前 者 (641) 为 .EcoRL fr, 4NM728 % Hindlll 位 点 的 插 厌 
Biko 其 载体 因 . imm434 基因 而 呈现 混浊 噬 菌 斑 , 当 插 人 外 源 基 因 片 段 时 站 两 种 载体 的 
重组 喉 菌 体 均 转 为 清亮 吻 菌 斑 。1NM816、762. 和 781 是 ' 1ac" 表 型 的 载体 具有 大 肠 杆 
菌 半 乳 糖苷 酶 基因 活性 。 但 当 插 大 外 源 片 段 时 ,重组 体 呈 现 ) lac RH, Se X-gal 的 
琼 酯 平板 上 的 哦 菌 斑 颜色 来 鉴别 重组 体 和 载体 | | 


(四 ) 11059 及 其 衍生 物 f apie: 2 

11059 是 BamHI 位 点 的 取代 型 载体 。BamHI PERE 11059 产生 的 片 妥 为 20kb 的 
左 臂 、9kb 的 右 臂 及 13kb 左右 的 中 央 片 段 。 在 中 天 片段 中 含有 ;red 和 gam 基因 ;载体 
为 ,Spbi+ 表 型 ;能 在 recA 宿主 菌 〈 例 大 肠 杆 菌 Q358 等 ) 中 繁殖 。 0， 当 外 源 ;DNA4 片 段 到 
伐 了 中 央 片 眉 之 后 ,重组 体 为 , Spi- 表 型 ,可 在 P2 溶 源 性 宿主 菌 (大 肠 杆 菌 5Q359 交 中 生 
Ko 11059 WRAAABAA pBR322 DNA Sil KA, HRA LARA 
以 质粒 的 复制 方式 繁殖 。 但 是 pPBR322 片段 的 存在 对 用 克隆 DNA PERE LE LE 
会 带 来 麻烦 ,杂交 时 易 产 生 假 象 。 即 使 用 限制 酶 切除 pBR322 部 分 ， 把 作 控 甸 的 所 三 庆生 
纯化 也 不 理想 ,因为 难于 除 尽 残 存 的 pBR322, 

AT sai 21059 AME. SK MEER ST 4BF101 从 21059 sabe Hindlly 
HE BUSA pBR322 的 序列 去 除 。 同 时 在 中 央 的 非 必需 基因 区 再 增加 410591 的 ;8.3 
kb RE, 并 且 该 片 眉 与 载体 左右 臂 的 连接 方向 正好 与 ,41059 中 的 片 侦 方向 相反 丸 使 片 
Berhay int RAKE Wik ,Spi 的 载体 自发 性 转变 为 . Sp 订 的 表 型 o 11059 中 5 这 
种 自发 性 转变 率 为 0.1 多 6 载体 这 种 自发 性 的 Spi 一 >Spi 转变 会 干扰 重 组 体 (Spi) 
鉴别 。 fat o{led® 


(五 ) AEMBL3 和 4 


AEMBL3 和 4 是 从 AEMBLI 衍生 而 来 。 当 11059 的 含 pBR322 序列 的 一 个 Hi- 
ndIll FR ARAADHAS trp 基因 的 片段 蔡 代 时 ， 构 建成 了 2EMBL1 载体 。 Wa, 
在 此 基础 上 又 改建 成 EMBL3 和 4 二 种 载体 。 改 建 过 程 包括 : 采用 突变 方法 去 除 靠 近 右 
Hay EcoRI] 位 点 ,然而 在 中 央 片 段 与 两 臂 相 连 的 部 位 各 加 入 一段 长 21bp HFRRAR 
接头 寺 在 接头 二 有 三 个 酶 切 位 点 :EcoRIS BamHI 和 -Salle 同一 载体 两 接头 二 的 三 种 
酶 的 位 点 呈 对 称 排 列 \ 图 2.13)。 AEMBL3 和 4 是 一 对 结构 、 大 小 和 功能 都 相同 的 载体 ， 
但 两 者 的 寡 核 背 酸 接头 的 连接 方向 相反 。 载 体 的 全 长 为 43,225bp, 主要 为 BamH | 位 点 
的 取代 型 载体 ,也 可 选用 EcoRI 或 Sall 位 点 。 这 两 个 载体 的 优点 是 可 采用 双 酶 解 制备 
载体 两 臂 ， 不 用 去 除 中 央 片 段 , 即 可 直接 用 于 和 外 源 DNA 片段 的 重组 。 例 如 AEMBL3 
载体 ,可 采用 BamHI 和 EcoRI 的 联合 降解 ， 产 物 为 左 \ 右 两 臂 带 BamHI 末端 ,中 央 片 
Reif EcoRI 末端 , 除 三 个 大 片段 外 ,还 有 BamHI Al EcoRI WR MATSRAA ROLK 
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PME) MRIKRRE REE, Bik BamHI 和 EcoRPMMBMMENE. A 
ABRARSPRER ASHE, AHHRWARAATHR. AEDT RENAL 
HPRAYRMRAWN EOS ULTRA ROAR. HE 1EMBL3 的 另 一 优点 是 
插 人 的 外 源 基 因 片 有 仆 可 用 邻近 两 臂 的 Sall 位 点 回收 ,得 到 的 外 源 片 段 将 不 含 载体 序列 ， 
TRH RH AT A FS 载体 序列 的 干扰 。 至 于 EMBL4， 可 以 采用 


"5 10 20 30 40 43.2 kb 

1 1 1 1 1 

| 1 

| S BE _ ss Ee, a 

| 

\ gn || LH | 

oof fe 中 央 片 段 a4 bss 

Hi Bam H+) 
S S 


cos : CTAG 
carol 88 bos 


ag | 
-------- GTCGACGGATCCGGGGAATTC-------~ 
-------- CAGCTGCCTAGGCCCCTTAAG-------= 
Sall BamHI ” EcoRI 
(Ss) (B) (E) 
c) 
EMBL3 5 BOR RBs 
wee Paddy +1 J 
EMBL4 RVLB YS MES S BR 


Tew sll We 


20.3 13.7 9.2 


a 


2.13 Atk EMBL3 和 4。 

AEMBL3 ,和 4 均 为 取代 型 载体 -a)。 在 中 央 的 非 必需 基因 区 的 两 侧 各 有 一 长 ,21bp 的 多 聚 连接 

子 ， 其 中 包含 三 种 限制 性 内 切 酶 位 点 b)。 该 连接 子 与 吃 菌 体 DNA 的 左右 二 茧 相连 时 ， 方 向 相 

反 ， 因 此 三 种 酶 的 两 个 位 点 呈 对 称 分 布 ; 除 多 到 连 接 了 巴士 的 三 种 酶 的 位 点 之 外 3 EHRA RW 

手 外 有 二 个 ; Sall YR, Air Sall 降解 载体 DNA 时 ， 中 央 片 人 段 会 被 切 成 三 个 大 小 不 等 的 片 

RB £°) 中 标 出 了 EMBL3 和 4 所 含 的 三 种 内 切 酶 位 点 的 相对 位 置 的 不 同 。 除 此 差别 外 ， 两 
者 的 结构 是 相同 的 。 
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ola: 


kz % dee - 0.44 
Bg/ll 0.44 
Fe 
5.53 
BamHI 5.53 
i 11.95 
本 
17.07 
18.58 
19.60 
Smal 19.42 20.66 
20.82 
a1 
BamHI 22.37 22.47. 
BglII ae 
Hindll 15 
BamHI 23.97 38°09 
25.48 
25.97 
Smal 27.61 
Xhol 29.49 
BamHI 30.49 31.50 
中 
HindIll 32.47 ; 
: EcoRT 3271 33.78 
9! - 
Ba/Il 33.67 36.47 
Smal 34.74 36.10 
36.75 
BamHI 36.59 36.80 
39.35 
Hinalll 39.00 
& 剖 43.34. 43.70 


图 2.14 和 载体 gt10 和 Agrtll 的 图 谱 。 
图 上 方 的 数字 表示 每 个 限制 酶 位 点 的 定位 "以 kb 为 单位 。(A) 4gtl0。 其 中 
b527 的 缺失 突变 是 去 除了 野生 型 4DNA 上 从 49.1 一 57.422 的 核 背 酸 序列 ， 
imm%* 片 段 的 取代 作用 发 生 于 72.9 一 79.396 的 部 位 (B)Mgtl1s 米 标记 了 了 
附着 位 点 ?水 平 箭头 指示 了 lacZ 的 转录 方向 。 
BamHI 和 Sall 的 联合 降解 来 制备 克隆 用 的 载体 两 璧 ,克隆 后 外 源 片 段 的 切 出 可 选 Eco- 
RI 位 点 。 这 一 对 载体 的 第 三 个 优点 是 重组 体 为 SPi 表 型 ， 而 且 由 于 载体 构建 中 int 基 
AG RIE. Rik (Spit zB) BAA Spi -突变 率 大 为 降低 。 
AEMBL3 和 4 是 目前 应 用 较 多 的 BamHI! 位 点 取代 型 载体 ， 其 中 L3 优 于 L4。 当 
用 BamHI 和 Sall 双 酶 降解 L4 载体 时 ， 不 易 得 到 彻 底 的 降解 而 保证 中 央 片 段 的 末端 
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tei (Sall KR) SMBA—R (WH BamH! HAM), 因此 自身 连接 的 比例 高 于 
L3 载体 。 而 L3 的 BamHI 和 EcoRI] 的 联合 降解 结果 满意 ， 因 此 自身 连接 的 本 底 很 
{Ko ETD I Bai : 


(六 ) AgtlO 和 Agtll 


这 两 种 载体 均 为 插 人 型 。 1gtl0(43. 34kb) areas EcoRI 位 点 ， 它 定 位 于 ;imm4 
的 cl 基因 上 。 当 外 源 DNA HBEBA EcoRI LAK, cl 基因 失效 ,重组 体 呈 现 ,cl- 
AA, PARRA, MM 2gt10 本 身 的 史 菌 班 为 混浊 状 盖 这 有 利于 重组 体 的 筛选 。 
AgtlO 可 插入 的 最 大 片段 为 办 6kb GA, EEA 2gtl0 时 ,为 了 尽 可 能 降低 载体 本 身 的 
:连接 ,在 "EcoRl WF 1gtl10 之 后 ， 要 用 碱 性 磷酸 酶 〈 例 小 牛 肠 碱 性 磷酸 酶 ，CIP) 除去 
EcoRI 粘 末端 了 位 上 磷酸 单 酯 。 还 有 ， 在 重组 体 繁殖 时 要 选用 高 频率 的 溶 源 性 突变 株 的 
大 肠 杆 菌 ( 例 hflA150) 作 宿 主 菌 。 载 体 AgtlO(cltimm™) 不 能 在 此 宿 ER PER 
得 ;而 重组 体 (cl-imm**) 能 以 正常 效率 感染 宿主 细胞 ,从 而 有 效 地 消除 了 载体 自身 形成 
AME FADES 

&gtll 是 表达 型 的 插 人 载体 。 和 载体 DNA HSA TAHA lacZ 基因 片 恨 ， 在 半 
乳糖 背 酶 结构 基因 终止 密码 上 游 的 53bp 处 有 ; EcoRI 的 单一 位 点 , 供 外 源 基 因 片 眉 的 插 
Ao 当 插 大 的 外 源 基因 的 密码 阅读 框架 正确 , 外 源 基 因 可 以 随 半 乳糖 蔡 酶 结构 基因 的 表 
达 而 表达 ， 产 生 一 种 含 半 乳 糖苷 酶 肽 链 及 外 源 基因 肽 链 产物 的 融合 蛋白 。 然后 用 抗体 来 
“筛选 重组 克隆 。 

aa 为 了 增加 融合 蛋白 在 宿主 菌 中 的 稳定 性 ， 宿主 细胞 要 选择 缺失 蛋白 水 解 酶 活性 的 突 
Ze Clon), 以 利于 用 抗体 探 针 筛选 。 常用 的 宿主 菌 是 大 肠 杆菌 :Y1088、Y1089 和 
Y1090。 其 中 Y1089 为 繁殖 溶 源 菌 的 宿主 细胞 。 抗体 筛选 采用 鸣 菌 斑 的 筛选 方法 > : 鸣 
获 班 转 到 含 IPTG 习 半 乳 糖 背 酶 表达 的 诱导 剂 ) 的 硝酸 纤维 膜 上 繁殖 一 定时 间 ,然后 从 硝 
酸 纤维 膜 进行 抗体 筛选 实验 。 操 作 较 方便 , 饰 选 量 也 大 。 

一 般 ，?28gtl0 和 1gtl1 主要 适用 于 构建 cDNA, 库 。 当 有 核酸 探 针 时 ， 大 多 数 情况 
下 选用 gt10 载体 agtlO 可 提供 大 小 均一 的 大 的 重组 喉 菌 斑 , 而 且 通 过 选择 合适 的 宿 
主 菌 ,可 以 只 允许 重组 吃 菌 体 繁殖 ,减少 载体 干扰 g 1gtL1 的 特点 是 能 使 外 源 基 因 有 较 高 
的 表达 水 平 。 开 能 获得 抗体 作为 筛选 基因 的 探 针 时 ,应 采用 Agel 载体 。 


四 、》 载体 的 选择 和 应 用 


上 面 介绍 了 几 种 具有 代表 性 的 1 载体 ,它们 通常 适用 于 克隆 较 大 的 外 源 DNA FFBR, 
作为 构建 基因 文库 的 载体 。 真 核 细胞 的 基因 结构 比 原 核 细 胞 复杂 ; 有 外 显 子 和 内 合子 等 
结构 ， 使 基因 的 实际 长 度 远 比 编码 结构 基因 所 需 的 核 昔 酸 序列 长 得 多 。 选用 质粒 作 克 隆 
载体 ,不 能 接纳 过 长 的 基因 片段 ， 要 选择 1 载体， 因为 1 载体 可 容纳 相当 长 的 外 源 DNR 
片段 。 在 真 核 基因 的 结构 研究 和 染色 体 DNA O24 (chromosome walking) 中 ,的 
突变 体 衍 生物 是 有 用 的 载体 。 另 外 ,用 1 鸣 菌 体 作 载 体 得 到 的 重组 克隆 是 叭 菌 体 ,在 筛选 
重组 体 时 , 吻 菌 斑 的 原 位 杂交 筛选 比 细菌 菌落 的 原 位 杂交 方法 更 灵敏 AIR A 
应 用 会 更 广泛 。 


Ee ares) a) Rak? Peer ee 
JU: 
(1) 从 染色 体 DNA fH BB AE Ce, DI oe EHC RUPE HA A A 因为 它 可 容 
纳 天 的 DNA 片段 ,最 大 容纳 为 22kb EA, 由 于 染色 体 DNA 采用 Sau3Al 或 Mbol 
HOPS 4) WEAR VE FE GEBE OLED MIRO ACHE, ch Hr BRAU HA ROR Make TEE AD BamHil 4 
大 在 点 的 载体 ,因此 charon28,41059, HE 2EMBL3 Fl 45 成 为 较 多 地 用 于 构建 基因 文 
- 库 的 替代 型 载体 s 
-” (27 要 从 染色 体 DNA 中 分 离 某 种 基因 ， 而 又 不 需要 构建 完整 基因 文库 时 ; 选取 载体 
就 比较 灵活 ， 主 要 决定 于 用 什么 限制 酶 来 切割 DNA， 即 根据 限制 酶 来 选择 相应 的 载体 。 
大 果 某 基因 含 于 EcoRI Beth, eet DNA 或 基因 大 片段 可 用 EcoRL 人 降解 ;载体 要 
选择 含 ' EcoRI 插入 位 点 的 载体 ， 选择 揪 人 型 或 从 代 型 载体 要 视 舍 所 需 基因 的 待 宽 隆 的 
DNA FERK/, 
(G3) DNA 片段 的 克隆 ,过 去 多 数 选用 质粒 载体 ,现在 较 多 采用 ,1gt10 或 agtll 插 
人 型 载体 ,尤其 是 构建 cDNA 库 。 当 拟 用 抗体 作 探 针 时 ，?1gt11 是 有 效 的 表达 型 载体 5 
(4) 不 少 载体 具有 选择 性 标记 ,例如 重组 前 载体 有 lacthid, BAH lac; 或 
# Spi 表 型 的 筛选 ,由 重组 前 的 Spi+ 变 成 重组 后 的 Spi; BARBRA eM, 由 
重组 前 的 cl+imam?% 成 为 重组 后 的 - cl- imm*( 2 Ye FER DE) BAOTHAKIE 
Blo 选用 载体 时 要 优先 考虑 带 标记 载体 。 
选用 叹 菌 体 载 体 克隆 外 源 基 因 ,重组 的 DNA sy Fe te eh eo sR 然 
后 去 感染 相应 的 宿主 细胞 ;可 以 得 到 高 的 重组 效率 。 和 质粒 载体 不 同 的 是 ;使 用 友 叹 菌 体 
载 穆 要 提供 高 效率 包装 蛋白 ， 因此 克隆 过 程 要 复杂 些 。 关 于 载体 的 包装 及 包装 蛋白 的 抽 
BERBERS AS 
2 载体 均 是 野生 型 ER fk DNA 的 突 赤 体 ;不同 突 麦 你 的 存活 * 蒜 将 ,对 宿 宇 细胞 
有 一 定 的 要 求 。 1 鸣 菌 体 中 基因 的 诱 变 大 多 是 减 珀 型 突变 , :但 这 些 琥 珀 型 突变 可 以 被 校 
正 , 即 对 校正 基因 是 敏感 的 ， 称 sus(suppressor-sensitive)o 1 琥珀 型 突变 株 需 要 在 “容许 
宿主 细胞 ”(peimissive host) 中 生长 ,因为 只 有 在 这 样 的 细胞 中 ; 歼 珀 型 突变 可 被 校正 5 容 
许 宿主 细胞 的 校正 基因 突变 能 出 现 于 许多 基因 ， HR supl, supll 或 supIII， 这 些 校 正 基因 
还 分 别称 为 supD supE,- 和 supF(tyrT)s HRA RNA 的 突变 体 ， 它 们 能 翻 
译 链 终止 密码 体 ,转运 成 特定 的 氨基 酸 ， 使 肽 链 合成 继续 下 去 ， 而 不 停止 于 终止 密码 上 。 
supE 是 最 有 效 的 校正 基因 ,而 通常 的 lam 突变 ( 指 1 基因 的 amber 突变 ) 可 以 被 supE， 
或 supD BK supF 所 校正 。 偶 尔 的 情况 下 ， 某 种 琥珀 型 突变 只 能 被 以 上 三 者 校正 基因 中 
的 某 一 种 校正 。 例 如 和 的 sam7 突变 体 ， 只 能 由 携带 了 supF 的 宿主 细胞 校正 。 大 多 数 
an; 突变 体能 在 大 肠 杆 菌 C600 (supE) 宿主 细胞 中 生长 。 除 此 之 外 ， 要 注意 的 是 ， 黎 
gam” 和 red 的 1 重组 体 只 能 在 ;recA+ 或 recBC- 宿 主 中 繁殖 ,不 能 选用 recA- 细 胞 。 若 
Bie il. RAR BARK lac 基因 活性 ,一 定 要 选择 lac- 的 宿主 菌 。 总 之 ， 在 使 用 1 载 
体 时 必须 选 镍 合适 的 宿主 细胞 。 表 2.4 列 出 了 部 分 供 选 用 的 宿主 细胞 。 在 第 六 章 基因 文 
库 中 也 介绍 了 有 关 宿 主 细胞 的 重要 性 。 
最 后 ,要 提 及 外 源 基 因 在 2 载体 中 的 表达 作用 。 当 外 源 基因 和 某 功能 性 启动 子 一 起 
克隆 于 1 载体 中 ,该 基因 有 可 能 被 表达 。 随 重组 鸣 菌 体 DNA 在 宿主 中 复制 ,外 源 基 因 的 
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R24 14 载体 的 常用 宿主 菌株 (大 肠 杆菌 ) 


~ BR x BR ww / Be AAR BB xk 献 


1 C600 F-, thi-1, thr-1, leuB6, lacY1, 容许 细胞 ; 2. MLR tHE re? R. K., Genetics, 39, 


tonA21, supE44, A-. GEZY fe HE 4: 4 954) 


# lac 基因 的 4 载体 ?下 Virol., 29, 555(1979) 


CsHis A(lac dtd thi, (F’ laeZ, RELAN ER, HT] Williams, B.G. er al., J. 
fie» lac Free watt, 


~ 
人 
° 
~ 
) 
ny 


区 ra |j|recA es ABF101 AMER. Miniatis, T. es al., “Molecular 
KR Cloning” 1982, p505, Cold 
Spring Harbor Lab. 


-K802  /hsdR~, hsdM+, gal-, met”, 和 4 载体 的 常用 宿主 菌 eet W, B., J. M. Bio 118 
supE 966 
INK5486 thyA-，rha-，Smc lacZam H 并 VX 7” 饰 选 方法 中 用 菌 | Miniatis, T. et al, “Molecular 
株 ? 可 测试 含 _amber 校正 | cloning” 1982, p505, Cold 
基因 的 噬菌体 Spring Harbor Lab. 
Q358 |hsdRz, hsdMj, supE, p80" 适合 11059 载体 用 Sut gl Karn, J. et al., PNAS, 77, 
, 5172(1980). 
Q359 |hsdRz, hsdMj, supE, p80, P2 4 Spi- HA tka) Sut 宿 Pee 
Oo 
Y-mel |supF ASamT 指示 菌 Hendrix, R. W. e al. 


“LAMBDA II”, 1983, p434, Cold 
Spring Harbor Lab, Goldberg, 
A. R. ef .as 5 Virology, 38, 

inet ie 200(1969) 


WA803 |supE,hsds r-, m-, ARAMARK] Wood, Ww. B., J. M. B. 16, 
宿主 菌 118(1966). 


_ ED8654 |supE, supF, hsdR, trpR, lacY. |[r7, m+, AER AA RA] Brock, K. er al., Mol. Gen. 
宿主 菌 


Genet., 146, 199, (1976). 


ED8767 supE, supF, hsdR, lacY, racA56|r~, m~,Rec™ faa A (适用 7 N. E. er al., Mol. 


F (cosmid’) Gen. Genet., 150, 53, (1977). 
NM514 |hsdR, lyc7 (hfl 等 位 基因 ) IT-，m+yMimmyacI- 的 选择 | Lecocq, J. P. er al., Arch. Int. 
菌株 Biochem. Physiol. 81, 803,(1973)。 
Y1088 |AlacU169, supE, supF, hsdR-, |Agtll MER Young, R. A. et al, Science, 
hsdMt+, metB, trpR, ton21, 222, 778(1983). 
proC::Tn5(pMC9) 
Y1090 |AlacU169, proAt, Alon, araD139,\ugtll 宿主 菌 同上 
strA, supF[ TrpC22::Tn10] 
(pMC9) 
Y1089 |AlacU169, proAt, Alon, araD139,JAgtll Rie 同上 
strA，hflAI50[Chr:: 
Tnl0](pMC9) 
BNN93 |hsdR~, hsdMt+, supE, thr, leu, |AgtlO 宿主 菌 同上 
thi, lacY1l, ton21 
BNN102/\=BNN93, bff150[Chr::Tnl0] |AgtlO 3:28 同上 
BHB2688|N205, recA-, [Aimm‘*™, clts, b2, | 制备 叭 菌 体 包 装 抽 提 物 Hohn，B。 ef al., PNAS, 74, 
red~, Eam, sam/A] CBr mah Fh $8 4 FD) 3259(1977). 
BHB2690 |N205, recA-, [Aimm*™, clts, b2, | 制备 噬菌体 包装 抽 提 物 ( 超 同上 
red-, Dam, sam/A] 声 抽 提 物 用 》 
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拷贝 数 可 大 为 增加 , 这 意味 着 基因 的 表达 也 将 扩 增 。 再 者 ; 鸣 菌 体 的 S- 突 变 作用 ,使 宿主 
细胞 不 易 裂 解 ,噬菌体 颗粒 大 量 积累 ,也 有 助 于 累积 基因 的 表达 产物 。。Q- 的 叹 菌 体 突变 
比 S- 的 突变 作用 更 有 效 。 因 为 1 的 _Q- 突 变 使 晚期 基因 的 表达 受阻 ， 宿主 细胞 不 会 被 烈 
We TAIT ME tk DNA 的 包装 被 封闭 , 即 可 延长 , DNA 的 转录 作用 。 一 般 认 为 ,Q- 突 变 
对 由 外 源 基 因 自 身 启动 子 或 借助 噬菌体 PL 启动 子 的 基因 表达 很 奏效。 而 缺失 $ ME 
基因 的 重组 体 有 利于 由 Pe 启动 的 基因 表达 。 带 cl 基因 热 诱导 突变 体 也 有 益 于 基因 表 
达 , 外 源 基 因 在 原 鸣 菌 体 阶段 为 每 一 溶 源 菌 染色 体 含 一 个 拷贝 。 当 42 一 45%C 热 诱导 ， 吃 
tk DNA 被 释放 ,并 开始 复制 和 基因 的 转录 ,外 源 基因 也 随 之 表达 。 虽 然 包 载体 可 僵 某 
些 基因 表达 ,但 是 它 更 多 地 作为 克隆 载体 ,而 不 是 表达 载体 。 因 为 来 自 真 核 细胞 的 基因 结 
构 较 复 杂 , 由 于 内 合子 的 存在 ,染色 体 DNA 很 难 提供 不 间断 的 结构 基因 片 侦 ; 另 外 , 噬 菌 
体 的 _RNA 聚合 酶 ,不 能 识别 真 核 细胞 DNA 链 中 的 酶 结合 位 点 。 启 动 子 结 梅 不 同 ; 再 
者 , 真 核 和 原核 细胞 之 间 启 用 的 密码 子 频率 上 有 差别 ,所 以 1 载体 主要 是 作为 克隆 载体 。 
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第 三 章 ”基因 工程 中 常用 的 核酸 酶 类 
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核酸 酶 类 在 基因 工程 中 占有 非常 重要 的 地 位 ,是 基因 工程 中 必 不 可 少 的 工具 酶 ,分 子 
克隆 的 许多 步 又 都 需 用 工具 酶 。 例 如 ， 提 纯 DNA 时 往往 需要 用 RNase 去 除 样品 中 的 
RNA; 进 行 基因 剪 切 需要 用 限制 性 内 切 酶 ; DNA 片段 重组 需要 用 连接 酶 ;调整 DNA 片 
眉 长 度 需要 用 核酸 水 解 酶 类 或 DNA 聚合 酶 ;进行 DNA 末端 标记 可 用 多 核 音 酸 激酶 或 
.未 端 转移 酶 :cDNA 合成 中 要 用 逆转 录 酶 ,等 等 。 清 楚 地 了 解 这 些 工具 酶 的 作用 机 制 , 就 
能 够 灵活 地 应 用 它们 ;实验 中 出 现 的 问题 也 可 以 从 酶 的 孝 面 进行 分 析 。 

有 些 核酸 酶 随 着 被 广泛 应 用 和 不 断 研究 ， 可 能 还 安 发 现 它们 新 的 功能 。 例 如 绿豆 入 
酸 酶 ,最 初 认为 这 个 酶 只 能 水 解 单 链 DNA, 没有 发 现 其 降解 位 点 有 什么 特点 。 随 着 研究 
的 深入 ， 发 现 绿豆 核酸 酶 在 甲 酰胺 存在 下 可 以 很 好 地 水 解 双 链 DNA. AAC AER 
DNA 降解 时 ,又 发 现 这 种 酶 的 降解 答 点 多 在 结 梅 基因 的 两 端 , 而 不 在 结构 基因 内 部 。 这 
一 特点 如 果 有 普遍 性 ,是 很 有 意义 的 。 

有 些 核 酸 酶 制剂 具有 几 种 酶 的 活性 ， 因 此 需要 特别 注意 这 些 酶 制剂 在 各 种 不 同 条 件 
下 ,主要 表现 哪 种 活性 。 例 如 大 肠 杆 菌 DNA RGM I， 它 主要 具有 5 一 3' 聚 合 酶 活性 ， 
但 又 有 3'->5' 外 切 酶 和 5 -3' 外 切 酶 的 活性 ,还 有 焦 磷酸 解 和 焦 磷酸 交换 反应 的 活性 。 因 
此 ,了 解 大肠 杆 菌 育 合 酶 制剂 的 特点 ,就 能 灵活 地 应 用 它 。 

在 核酸 酶 中 ,有 一 类 在 基因 工程 中 非常 重要 的 工具 酶 , 即 限制 性 内 切 酶 。 关 于 限制 性 
内 切 酶 ,在 本 书 上 册 中 已 有 详尽 介绍 。 另 外 ;蛋白 酶 .脱氧 核糖 核酸 酶 (DNase)、 牛 胰 核 糖 
核酸 酶 A(RNaseA) 核 糖 核酸 酶 T1(RNaseT1) Ze LARP EBT 9 HER BIR 
三 酯 酶 和 牛 脾 磷酸 二 酯 酶 过 去 多 用 于 RNA 序列 测定 , 现在 应 用 较 少 。 在 这 一 章 里 主要 
介绍 DNA 和 了 RNA 连接 酶 、DNA 聚合 酶 , 磅 酸 激酶 和 磷酸 酶 ,核酸 水 解 酶 类 和 甲 基 化 酶 。 


sj DNA 和 RNA 连接 酶 


连接 酶 是 核酸 分 子 重组 中 所 必需 的 一 类 酶 , 当 进 行 DNA 片 眉 重 组 时 ,如 果 两 个 DNA 
片段 具有 相同 的 粘 末端 [如 图 3.1(1) 所 示 ], 在 A 和 T 之 间或 在 C 和 G 之 间 都 可 以 形成 氢 
键 , 使 两 分 子 祖 连 ,但 缺少 两 个 共 价 键 [ 见 图 3.1(2)] ,这样 的 分 子 连接 不 够 稳定 ,必须 再 用 
连接 酶 使 DNA 的 3 端的 羟基 和 5 端的 磷酸 基 之 间 形 成 3 一 5 磷酸 二 酯 键 [ 如 图 3.1(3)]， 
这 种 共 价 连接 的 片段 才 是 稳定 的 。 

分 子 克隆 中 最 常用 的 是 T4DNA 连接 酶 ,本 节 将 重点 介绍 。 这 种 连接 酶 不 仅 适 用 于 
大 片段 DNA 的 粘 末端 连接 , 亦 可 用 于 平 末 端的 连接 。T4RNA 连接 酶 虽然 不 能 使 DNA 
未 端 连 接 , 但 它 可 以 帮助 提高 T4DNA 连接 酶 连接 DNA 平 端的 效率 。 大 肠 杆菌 DNA 
连接 酶 目前 主要 用 于 某 些 类 型 的 cDNA 分子 克隆 ,本 节 也 将 介绍 。 
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图 3.1 连接 酶 的 作用 。 


—, T4 DNA £2 
TADNA 连接 酶 是 分 子 克隆 中 最 常用 的 一 种 连接 酶 ， 它 可 以 催化 如 下 几 种 反应 


活性 反应 
粘 末端 连接 举例 : sone 
5 ety a eases ifa 
--pApCpG? pApApTpTpCpGpT- j 
.…TPGPCPTPTPAPAPGPCPAP…。， 
iat ca 
ATP | Mg?* 
--pApCpGpApApT pT pCpGpT- 


-- TpGpCpTpT pApApGpCpAp-+ 


平 末端 连接 举例 ; 
OH 3， 


5° 

‘pCpGpA? pCpGpT pA-- 

--GpCpTp (SpepApT Ps. 

外 ae 
OH 


ATP | ma 


--pCpGpApCpGpT pA 
--GpCpTpGpCpApTp- 
Ai3.2 T4DNA 连接 酶 所 催化 的 反应 。 
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(1) T4DNA 连接 酶 要 求 底 物 为 双 链 核酸 ,没有 核 昔 酸 的 缺失 ,只 是 磷酸 键 断 裂 。 在 
断 点 的 3 端 带 有 羟基 , 断 点 的 5 端 带 有 磷酸 基 。T4DNA 连接 酶 催化 它们 之 间 形 成 3 ,5 - 
磷酸 二 酯 键 。 eT 的 

(2) 当 核 酸 分 子 断 点 的 两 端 为 3 -磷酸 和 5 羟基 .3 凑 基 和 5 羟基 .3 二 脱氧 核 苷 酸 和 
于 磷酸 或 )3 羟基 和 5 三 磷酸 基 末 端 时 ,都 不 能 作为 T4DNA 连接 酶 的 底 物 。 
 @) TADNA 连接 酶 是 已 知 的 唯一 可 以 连接 平 末 端 DNA DERM. 平 末端 连接 
的 效率 较 低 ,需要 大 量 的 酶 和 高 浓度 的 底 物 。 加 人 适量 的 I4RNA 连接 酶 可 以 使 T4DNA 
连接 酶 连接 平 末 端的 效率 提高 大 约 . 20 fF. 和 但 T4RNA 连接 酶 本 身 不 能 催化 平 末端 连 
接 。 有 人 报道 聚 乙 二 醇 (PEG) 也 可 以 提高 平 未 端的 连接 作用 。 在 .4 一 8 多 PEG 存在 下 
T4DNAI 连 接 酶 的 活性 没有 什么 改变 , 4 PEG 浓度 增 至 12 一 16 匈 后 连接 作用 可 加 强 。 
OCT4DNA 连接 酶 的 核酸 底 物 必 须 是 双 链 DNA， 或 是 DNA 和 RNA 的 杂 合 链 。 
当 以 双 链 RNA 5h PEAR RR BR FRAN a EK 背 酸 链 作 底 物 时 ,连接 效率 很 低 。 

(5) T4DNA 连接 酶 反应 的 最 适 pH 为 7.2 一 7.8， 常 用 的 反应 液 为 pH7.6 的 Tris- 
HCl 缓冲 液 。 当 pH 改变 至 -6.9 和 8.0 时 , 酶 活性 分 别 为 pH7.6 时 的 46% 和 65%。 

(6) T4DNA 连接 酶 需要 ATP 参加 反应 。 它 所 需要 的 最 适 :Mg 浓度 为 1 X 107 
mol/Lo 在 最 适 Ma 浓度 下 ， 其 效率 为 Mg“ 的 25 狗 ， 当 以 核糖 同 聚 物 与 脱氧 核糖 同 聚 
物 作为 底 物 时 ,最 适 Mn 浓度 下 的 效率 为 Mg” 的 两 倍 。 | 

(7) 一 基 化 合 物 可 以 促进 T4DNA 连接 酶 的 连接 作用 ,其 中 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 的 
效果 比 二 斑 基 乙醇 的 效果 更 好 。 

(8) 高 浓度 的 Na K+、 Cs 、Lr 和 NHT 几乎 完全 抑制 T4DNA 连接 酶 的 活性 。 多 
胺 、 精 胺 和 亚 精 胺 也 可 以 抑制 反应 。 精 胺 浓度 达 1mmol/ 工 时 大 约 抑制 酶 反应 活性 的 
90 狗 。 当 增加 DNA 浓度 时 可 以 解除 以 上 抑制 作用 。 

(9) 从 琼脂 糖 凝 胶 上 回收 的 DNA 片段 中 容易 混杂 硫酸 粘 多 糖 类 物质 。 这 些 物质 
能 抑制 T4DNA 连接 酶 的 活性 。 亚 精 胺 可 以 与 硫酸 粘 多 糖 结合 ,降低 它 对 T4DNA 连 
接 酶 活性 的 抑制 作用 。 因 此 ; 当 用 琼脂 糖 胶 上 回收 的 DNA 作 连 接 反应 的 底 物 时 ， 往 往 
MA 0.25 一 Immol/L 的 亚 精 胺 以 提高 连接 效率 。 

(10) 常用 的 连接 反应 条 件 如 下 : 0.5 一 10pg DNA 反应 体积 为 5 一 50xl, 加 大 0.1 体 
积 的 10 倍 的 连接 缓冲 该 "lu/zg 的 DNA 的 连接 酶 ， 在 4—16°C 反应 12 一 16 小 时 
《EcoRI 粘 末端 在 12sC 以 下 )s 

10 倍 的 连接 缓冲 滚 制 备 方法 : 


0.66mol/L Tris-HCl (pH7.5) 
50mmol/L MgCl, 

50mmol/L = Bit HS 
10mmol/L * ATP 
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其 中 ATP #78 ScRcRK O.1mol/L 的 储存 液 。 方法 是 称 60mg ATP 溶 于 0.8ml 水 
中 ,用 0.1 mol/L NaOH 调整 pH 到 7.0, 再 加 水 到 1ml， 分 装 成 小 管 储存 在 一 20sc KA 
内 。 如 果 ATP 保存 不 好 ， 其 高 能 磷酸 键 很 容易 断裂 变 成 ,ADP 或 AMP, KHA™ 
影响 连接 反应 的 效力 。 


各 种 情况 下 的 的 连接 反应 将 在 第 四 章 基因 的 剪 切 与 重组 中 详细 介绍 。 


二 、 大 肠 杆 菌 DNA ER 


来 自 大肠 杆 菌 的 DNA 连接 酶 是 分 子 量 为 74,000 的 单一 多 肽 链 ， 它 催化 DNA Fr 
段 连接 反应 的 机 制 与 T4DNA ERNE: @ 四 底 物 必须 是 双 链 DNAS ORE 
的 片段 具有 互补 的 粘 末端 ; @@ 酶 催化 同一 条 链 上 5 碳酸 单 酯 和 相 邻 的 3 羟基 形成 3、5 
磷酸 二 酯 键 ( 见 图 3.1)。 两 者 的 不 同 在 于 大 肠 杆菌 DNA 连接 酶 的 催化 反应 需要 烟 酰 胺 
腺 味 吟 二 核 背 酸 (辅酶 b, 即 NAD) 的 参加 ,而 T4DNA 连接 酶 需要 的 是 .AIP。 反 应 的 
第 一 步 是 酶 的 腺 苷 酰 化 大 肠 杆菌 DNA 连接 酶 释放 出 烟 酰胺 单 核 背 酸 CNMN), 而 
T4DNA 连接 酶 是 释放 出 焦 磷酸 (ppi)。 第 二 步 是 把 酶 复合 物 上 的 AMP 转移 到 DNA 
底 物 的 5 磷酸 基 上 ,产生 含 高 能 磷酸 键 的 焦 础 酸 酯 键 。 第 三 步 是 与 相 邻 片段 的 3-OH 端 
相连 形成 磷酸 二 酯 键 闪 释放 出 AMP。 

目前 纯化 大 肠 杆菌 DNA 连接 酶 的 菌株 ,是 选用 Panasenke 等 构建 的 带 有 前 鸣 菌 体 
gt4-lopl1 ligts7 的 大 肠 杆菌 594(su) 株 。 大 肠 杆菌 连接 酶 的 基因 被 重组 到 紧 挨 噬菌体 
ERE lopll 启动 子 上 。 诱 导 后 , 随 着 噬菌体 的 复制 ， ii 
拷贝 , 酶 蛋白 的 量 可 以 达到 整个 细菌 蛋白 量 的 2 一 3 多 左右 。 

像 T4 诱导 的 DNA GRAB, Kiva DNA 连接 酶 能 催化 双 链 DNA 分 子 
间或 分 子 内 部 的 连接 反应 。 它 可 以 把 用 多 聚 〈dA) 作 模 板 的 寡 聚 〈《dT) 连接 在 一 起 ,也 
能 使 以 多 聚 (dT) HRMS (MA) ER, 不 过 后 者 的 连接 效率 比 前 者 低 很 多 。 大 
肠 杆菌 DNA 连接 酶 还 可 以 催化 DNA 链 5 磷 酸 基 团 和 RNA 链 3-OH 未 端 间 AYE 
接 , 对 3 末端 为 尿 喀 啶 核糖 核酸 CU) 的 多 聚 [d(A-T)], U 的 底 物 ,大 肠 丁 菌 DNA 连 
Hehe T4DNA 连接 酶 可 将 其 环 化 。 

但 是 大 肠 在 菌 DNA 连接 酶 在 催化 各 种 底 物 的 连接 反应 时 有 一 定 限 制 。 —# T4 
DNA 连接 酶 可 以 催化 连接 反应 的 底 物 ,大肠 杆菌 的 DNA 连接 酶 对 它们 不 能 起 作用 85 例 
如 DNA 片段 间 的 平 末端 连接 ，RNA 链 5 磷酸 基 和 DNA 链 3-OH 间 的 连接 ， 以 及 
RNA 链 之 间 的 连接 ， 等 等 。 所 以 在 分 子 克隆 中 ， 大 肠 杆菌 DNA 连接 酶 的 应 用 不 如 
T4DNA 连接 酶 广泛 。 目 前 ,有 人 应 用 于 cDNA 的 第 2 条 DNA 链 的 合成 。 当 RNA 借 
逆转 录 酶 合成 出 单 链 的 cDNA 之 后 ,他 们 用 RNaseH 来 消除 DNA-RNA 杂 合 双 链 中 
的 mRNA, 并 用 DNA RAH 1 以 单 链 cDNA 为 模板 ,合成 出 一 系列 互补 短 链 的 DNA， 
KE RAAT DNA 连接 酶 互相 连接 成 第 二 条 cDNA 链 , 而 得 到 双 链 cDNA。 

用 大 肠 杆 将 DNA 连接 酶 催化 的 DNA 连接 反应 条 件 如 下 : 


30mmol/L Tris-HCl(pH8.0) 
4mmol/L MgCl, 
1.2mmol/L EDTA 
1.0mmol/L DTT 

26mol/L NAD 

50pg/ml 牛 血 清白 蛋白 


300 一 600wgy/ml DNA 底 物 


es 50 。 


在 16°C 下 保温 30—60 分 钟 。 
=, T4 RNA 连接 酶 


» TARNA ,连接 酶 催化 单 链 DNA 或 RNA 的 5 磷酸 基 与 单 链 DNA 或 RNA 的 3 
羟基 共 价 键 连接 。 
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较 大 的 RNA 片 段 
Al3.3 T4RNA 连接 酶 的 功能 。 


T4RNA 连接 酶 用 于 : 提高 T4DNA 连接 酶 在 连接 双 链 平 末端 DNA PAIRS: HF 
聚 核 苷 酸 的 合成 ; RNA 分 子 的 修饰 。 在 分 子 克隆 中 主要 是 第 一 方面 。 


第 二 节 DNA ARG 


分 子 克 隆 中 常用 的 DNA 聚合 酶 有 大 肠 杆菌 聚合 酶 1 MEA Klenow 片段 ,后 者 实 
际 来 自前 者 ,由 于 它 失 去 了 前 者 具有 的 5 一 3 外 切 酶 活性 ,因而 在 应 用 上 很 有 些 不 同 。 此 
外 还 有 TI4DNA 聚合 酶 。 这 些 聚 合 酶 各 有 不 同 特点 ,在 使 用 时 要 不 同 对 待 。 它 们 都 有 外 
切 酶 活性 ,但 是 只 有 大 肠 杆 菌 聚 合 酶 工具 有 -=*3 外 切 酶 活 狂 。5 一 3 外 切 酶 活性 是 缺口 
翻译 标记 DNA 时 所 需 的 ,所 以 在 缺口 翻译 标记 DNA 时 常用 大 肠 杆菌 聚合 酶 I。 以 上 
三 种 聚合 酶 都 有 3 一 5 外 切 酶 活性 ，T4DNA RAMA 3 一 5 外 切 酶 活性 又 远大 于 其 他 
两 种 。 选 用 时 需要 注意 这 些 特点 。 此 外 ,我 们 将 -AMYV- 逆 转录 和 末端 转移 酶 也 放 在 这 一 
节 里 氢 述 ,因为 它们 也 起 合成 DNA 的 作用 。 


一 、 大 肠 杆 菌 聚 合 酶 


UCAS RIT MK NM964 整合 的 溶 源 性 大 肠 杆 菌 ,是 一 种 多 功能 酶 。 


(—) 大肠 杆 菌 DNA 聚合 酶 工 的 功能 


1. 5 一 3 聚合 酶 的 功能 

在 DNA 模 板 3 羟基 末端 .引物 及 足 量 的 四 种 脱氧 核 背 三 磷酸 存在 时 ,在 合适 的 离子 强 
BEM pH 条 件 下 ,此 聚合 酶 催化 于 一 3 端的 聚合 反应 , 按 模板 的 碱 基 配 对 ， 从 引物 的 3 OH 
将 不 同 的 核 背 酸 逐 个 从 5 一 3 的 方向 聚合 。 常 见 的 聚合 反应 分 以 下 几 种 情况 : 

C1) 间 阶 填补 。 将 核 背 酸 加 到 DNA 链 的 间隙 处 的 3°OH 基 端 ,使 双 链 DNA -的 单 
链 间 隐 填补 起 来 ,形成 完整 的 双 链 。 

(2) 缺口 平移 。 它 是 通过 5 一 3 聚合 作用 和 5 -3 外 切 作用 相互 协调 完成 的 。5 一 3 
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外 切 酶 从 双 链 DNA 的 缺口 处 5 端 将 核 苷 酸 逐 个 切 下 ， 而 3 一 3 聚合 酶 则 将 核 背 酸 从 .了 
PEE mE th hk, BR DNA 双 链 5 一 3 方向 的 缺口 移动 。 这 种 核 痛 酸 的 切 补 和 缺 
口 移 动 过 程 被 用 于 将 同位 素 标记 的 核 背 酸 标 记 在 .DNA 链 上 。 WMH DNA 的 缺口 是 由 
DNasel 完成 的 ,这 个 反应 常用 于 双 链 DNA 分 子 的 同位 素 标记 。 

(3) 链 替 换 。 在 链 蔡 换 反 应 前 ,如 无 ?一 3 DR DNA 链 从 5 端 水 解 , 则 在 聚合 
酶 的 作用 下 将 核 苷 酸 逐 个 加 在 3 Bin, AMPH RHA, BRR BAM 
DNACILAI 3.4). 


:5 3'-OH i 2% 
有 缺口 的 DNA TTT] [IIITIIIIIIITLITIITIC 


5° patie” ge 
eo ee. KTTEPITOI TLE ee. Pa 
(翻译 ) 


图 3.4 KBP RRA 1 的 聚合 作用 。 


2. 3 一 5 外 切 酶 的 功能 

Kbit DNA RAH 1 的 3 一 5 外 切 酶 专 一 作用 于 单 链 DNA， 降解 DNA 成 5 核 
背 一 磷酸 ( 见 图 3.5)。 在 体内 ，, 当 聚 合 反应 进行 时 ,3 一 5 外 切 酶 活性 受到 抑制 ， 一 且 出 现 
错 配 碱 基 对 ,聚合 反应 停止 。3 一 5 外 切 酶 能 将 错误 的 碱 基 除 去 ， 这 在 机 体内 修复 中 起 重 
要 作用 。 

3. 5 一 3 外 切 酶 的 功能 

此 酶 以 5 一 3 方向 从 双 链 DNA 的 缺口 游离 ? 端 处 开始 降解 双 链 中 一 条 链 的 DNA， 
但 不 降解 单 链 DNA。 产生 5 磷酸 为 末端 的 寡 聚 核 音 酸 或 单 核 彰 酸 ， 它 能 降解 DNA 与 
RNA 杂 合 体 中 的 -RNA 成 分 。 如 前 所 述 ,5 一 3 外 切 酶 在 缺口 翻译 中 起 重要 作用 〈( 见 图 
3150 

此 外 ,大 肠 杆 菌 DNA 聚合 酶 还 可 以 催化 焦 磷 酸 酸 解 反 应 * 即 聚合 反应 的 逆反 应 ;以 
及 焦 磷 酸 交 换 反 应 ? 即 由 焦 磷酸 解 和 聚合 反应 连续 重复 多 次 。 
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例如 : 


反应 
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‘i 
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图 3.5 KBR DNA RABI 的 几 种 作用 。 


(=) 大 肠 杆菌 DNA ROB! 的 应 用 


大 肠 杆 菌 DNA RAM) 目前 常 应 用 于 :，@ 缺 口 平移 法 标记 DNA 探 针 ; OUT 
DNA 复制 反应 ; OHA AD BRAN DNA 修补 完整 。 
缺口 平移 法 标记 DNA 的 详细 实验 方法 详 见 本 书 上 册 的 核酸 的 分 子 杂 交 部 分 。 


二 、DNA 聚合 酶 的 Klenow 片段 


(—) Klenow KR (DNA 聚合 酶 1 大 片段 ) 的 功能 


枯草 杆菌 蛋白 酶 或 胰 蛋 白 酶 可 将 大 肠 杆 菌 DNA 聚合 酶 1 降解 成 分 子 量 为 76,000 
和 36,000 的 两 个 活性 片段 ,其 中 带 有 C 末端 的 大 片段 叫做 Klenow 片段 或 DNA RAMS 
1 大 片段 。 它 具有 5 一 3 聚合 酶 活性 和 3 一 5 外 切 酶 活性 ,而 带 有 N 末 端的 小 片 眉 肽 只 具 


有 5 一 3 外 切 酶 活性 。 


(=) Klenow 片段 的 应 用 


Klenow 片段 由 于 失去 了 5 一 3 外 切 酶 活性 , 故 在 应 用 上 不 同 于 全 酶 ,一 般 应 用 于 下 
列 反 应 中 ; 
C1) 将 5 突出 末端 补 齐 使 成 平 末端 。 例 如 : 
5 cc 
elenowiigo's COUTAA 
3'GGAATT ee 


dATP, TTP, Mg:+3GGAA 工 工 

(2) 进行 DNA 末端 标记 。 基 本 反应 同上 ， 但 需 选 用 1 一 3 种 同位 素 标记 的 dNTP。 
由 于 失去 了 5 一 3 外 切 酶 活性 ,不 会 再 被 切 下 来 , 只 会 把 放射 性 dNTP 标记 在 DNA 未 
端 上 ,可 做 一 般 分 析 用 。 

(3) 在 cDNA 克隆 后 进行 第 2 条 DNA 链 的 合成 中 , 也 常 应 用 Klenow 片段 。 

(4) 用 于 Sanger 氏 的 双 脱 氧 核 背 酸 链 末 端 终止 法 测定 DNA 序列 。 

(5) 偶尔 也 用 Klenow 片段 的 3 一 5 外 切 酶 活性 降解 DNA 的 3 突出 端 使 成 平 末 
端 。 但 是 显然 不 如 用 T4DNA 聚合 酶 好 ,因为 T4DNA 聚合 酶 的 3 一 5 外 切 酶 活性 远 远 
大 于 前 者 。 

用 Klenow 片段 进行 5 突出 末端 补 齐 和 末端 标记 采用 的 是 同一 反应 条 件 ,， 具体 实验 
方法 参见 DNA 核酸 序列 分 析 中 末端 终止 法 。 


三 、T4 DNA 聚合 酶 


(—) T4 DNA 聚合 酶 的 功能 


T4DNA 聚合 酶 具有 5' 一 3' 聚 合 酶 活性 和 3' 一 5 外 切 酶 活性 。 

C1) 聚合 酶 活性 ,在 有 单 链 DNA 模板 、 带 3 羟基 的 引物 和 四 种 三 磷酸 核 昔 酸 存在 时 ， 
T4DNA RAGGA MIN 3 羟基 末端 使 DNA 按 5 一 3 方向 合成 。 与 大 肠 杆 菌 
DNA 聚合 酶 1 HLL, T4DNA 聚合 酶 不 能 利用 双 链 DNA 的 磷酸 酯 键 断裂 点 (缺口 ) 进 行 
DNA 链 的 合成 ,因为 它 不 含 5 一 3' 外 切 酶 活性 。 如 用 平 末端 的 双 链 DNA, 常 常 需 用 外 切 
酶 II 先 将 3 端 切 去 一 段 , 才 能 成 为 适合 于 T4DNA 聚合 酶 作用 的 模板 和 引物 (图 3.6). 

(2) 3' 一 5 外 切 酶 活性 。T4DNA 聚合 酶 的 3' 一 5 外 切 酶 作用 于 单 链 DNA 的 活性 远 
远大 于 作用 于 双 链 DNA 的 活性 ,因为 后 者 受到 5 -3' 聚 合 酶 活性 的 影响 。14DNA 聚合 
酶 的 3 一 5 外 切 酶 活性 很 高 ,大 约 比 大 肠 杆菌 聚合 酶 ! 中 的 3' 一 了 外 切 酶 的 活性 高 200 一 
1,000 倍 。T4DNA 聚合 酶 的 3 全 5 外 切 酶 活性 大 约 比 自 身 的 了 一 3 聚合 酶 高 3 > 
5 外 切 酶 从 3 端 开始 降解 DNA, 降 解 速度 取决 于 链 的 长 度 ; 当 链 的 长 度 增加 10 倍 时 ,降解 
速度 降低 大 约 100 倍 。 

(3) T4DNA 聚合 酶 的 聚合 作用 与 3 一 5 外 切 酶 活性 之 间 的 关系 。 脱氧 核 苷 三 磷酸 
的 浓度 以 及 模板 和 引物 的 状态 ,都 是 影响 聚合 酶 和 外 切 酶 活性 的 因素 。 当 脱氧 核 昔 酸 缺乏 
时 ,T4DNA 又 合 酶 只 表现 出 3 一 ?外 切 酶 活性 ,而 当 有 充足 的 脱氧 核 昔 酸 存在 时 ，3 一 3 
聚合 酶 活性 远 远大 于 3' 一 5 外 切 酶 活性 。 在 有 足 量 的 脱氧 核 昔 酸 存在 时 ,是 进行 聚合 反应 
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3.6 T4 RAR DRE. 


还 是 外 切 反 应 ， 就 取决 于 模板 和 引物 的 状态 。 具 备 下 列 条 件 时 发 生 聚 合 反应 : SEB 
模板 存在 ; ATE 3' 羟 基 的 引物 ;至 少 要 比 模板 少 一 个 核 昔 酸 ; 有 足 量 的 能 和 模板 互 
POAT. BUDE SAE RAIMI, 当 DNA 双 链 中 带 3 羟基 的 一 条 链 
未 端 游离 时 《〈 见 图 3.6)，3'->5” 外 切 酶 便 会 将 游离 端 切 除 ， 之 后 又 可 进行 聚合 皮 应 。 因 
为 这 种 外 切 -聚合 反应 过 程 可 能 反复 进行 而 耗 尽 三 磷酸 核 音 的 底 物 ， 因 此 可 能 没有 DNA 
合成 。 

(4) 交换 反应 。 如 果 只 存在 一 种 dNTP; BSA 3-*5' 外 切 酶 便 会 从 3' 羟 基 端 降解 
DNA; 直 到 与 这 种 _dNTP 互补 的 那个 碱 基 暴露 出 来 。 然 后 又 进行 聚合 反应 ,使 完成 这 个 
位 置 核 昔 酸 的 交换 反应 。 


T4DNA R45 


5’ ---pC—pG—pT —pC—pG—pCon 
3’ ---p—Gp—Cp—Ap—Gp—Cp—Gp 


[*p]TTP | Me*, Ts 聚合 本 


3’ +«p—Gp—Cp—Ap—Cp—Gp 


| 


5 BC 一 PG 一 p*Ton 
3’p—Gp—Cp— Ap—Gp—Cp—Gp 


图 3.7 T+ RABAT HILNRRRW. 
(=) TADNA 聚合 酶 的 应 用 
(1) 通过 补 齐 的 方法 使 宁 突 出 端的 _DNA 未 端 标记 上 同位 素 。 
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(2) 通过 交换 反应 使 平 末端 或 3 突出 端的 DNA 末端 标记 上 同位 素 。 
(3) 标记 DNA- 探 针 先 利用 ' T4DNA 聚合 酶 的 3 一 5 外 切 酶 的 作用 将 DNA 部 分 
降解 ,然后 利用 5 一 3 RAMA 加 上 带 同 位 素 标记 的 dNTP， 进 行 聚 合 反应 以 标记 


DNA 探 针 ( 见 图 3.8)。 ~ ‘sO Ses 
Fi 5" 4 ae 5 3 | 
—— (as ’ 
Pe 5" SMT = ta 5° penne : os 


图 3.8 FY T4DNA 聚合 酶 标记 DNA 探 针 。 
(4) 利用 3 一 5 外 切 酶 的 作用 将 3 突出 端的 DNA 修成 乎 末端 9 ~~ Pat Be 
swe 种 聚合 酶 的 功能 可 归结 成 表 3.1。 
”， 表 3.1 三 种 聚合 酶 的 功能 


功能 外 yo 酶 
活性 
名 称 3°55 5’ —>3' 


T4DNA RAH 了 
\ AERA AG I wt A+ 
ABH BRA 1 AK jhe 


B (Klenow Bx) 


逆转 录 酶 (依赖 于 RNA 的 DNA 485) cDNA jy pstmen mee 
的 酶 , 它 是 由 Temin 和 Baltimore 于 1970 年 首先 发 现 的 。 A a 
从 禽类 成 髓 细胞 瘤 病 毒 (AMV) abi io 


(—) BFR cDNA 合成 


逆转 录 酶 可 以 用 mRNA 作为 模板 ， 以 四 种 脱氧 核 昔 三 磷酸 为 底 物 ， 催 化 合成 与 
mRNA 顺序 互补 的 单 链 cDNA。 反应 需要 有 引物 参加 ,由 于 大 多 数 mRNA 都 有 一 段 
3 端 多 聚 腺 苷 序列 ,因此 常 以 大 聚 脱氧 胸腺 核 背 为 引物 。 反 应 中 加 入 放 线 菌 素 D, 目的 在 
于 抑制 混杂 的 以 DNA 分 子 为 模板 的 DNA 合成 。 如 确证 无 混杂 DNA 存在 , 则 可 不 加 
MARA Do Me “对 逆转 录 酶 有 激活 作用 ?* 酶 反应 最 适 `pH 为 8.3。 

单 链 cDNA 合成 反应 见 图 :3.9 

单 链 cDNA 合成 反应 溶液 组 成 : 

Poly-mRNA Lug 
dATP, dTTP, dGTP 4 1 mmol/L 
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: PPI Ie aS ™. AAA-- -- AAAA 4° } mRNA 


+ 有 人 + -= 】 =. 
‘tem (dT)is-18 | 
CETTT TTD ee ties ws 
FER 
“| Mg? dNTP 
LAE * §° AL BRL ~AAAA. a 
Ke AVS ‘ear TTT PTT T=-5' 台 成 的 EDNA 饰 


图 3.9 以 逆转 录 酶 合成 cDNA, 


dCTP 

Tris-HCl pH8.3 
MgCl, 

KCl 

DTT 

放 线 菌 D 
oligo(dt)a-a 
RNasin 


-3H-dCTP( 或 wp-dcTP) 


AMV 逆转 录 酶 


0.1—0.5mmol/L 
100mmol/L 
10mmol/L 
50mmol/L 
10mmol/L 
50u¢/ml 
20wg/ml 
100u/ ml 
50“Ci 
50u 


反应 在 .37%C 进行 ， 和 保温 60—90 分 钟 。 加 入 0.2mol/L EDTA-Na, 2 & 7 & 0.01 
mol/L iE Rio 以 tRNA 为 载体 , 测定 三 0 AAA 
及 反应 效率 。 o.' | 


(=) 用 于 cDNA 第 2 条 链 合成 


逆转 录 酶 同样 可 以 用 单 链 DNA 作 模 板 。 据 报道 互补 合成 的 准确 性 比 使 用 DNA 多 
聚 酶 王 更 高 ?因此 也 常用 于 双 链 cDNA 合成 。 单 链 cDNA 合成 完成 后 ;得 到 RNA-DNA 
杂交 分 子 , 再 以 碱 解法 或 加 入 RNaseH 去 除 杂 交 分 子 中 的 RNA 链 , 得 到 单 链 cDNA。 

= cDNA 合成 反应 溶液 组 成 : 


单 链 cDNA 0.5u42 FA 
dATP,dCTP,dGTP,dTTP  Immol/L 
Trig-HCl pH8.3 100mmol/L 
MgCl, E 10mmol/L 
KC] 50mmol/L 
DTT 10mmol/L 
AMV jité Sie 50u 


反应 在 37—42°CHT Rid 60 一 120 分 钟 。 由 于 单 链 cDNA 已 带 有 同位 素 标记 , 因 
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此 无 须 加 入 标记 化 合 物 ， 只 须 在 反应 完成 后 ， 用 S1 BEER. MMA 0.2mol/L 
EDTA-Na, 至 终 浓度 0.0lmol/L 终止 反应 。 以 同位 素 计 数 的 减少 来 计算 双 链 合成 的 产 
量 及 反应 效率 。 


(=) 酶 的 保存 及 活性 测定 

逆转 录 酶 通常 保存 于 含有 50% 甘油 的 磷酸 缓冲 液 中 。 为 避免 酶 活性 的 降低 箭 失 ， 
在 保存 和 运输 过 程 中 必须 保持 在 一 20%C 环 境 下 ,时 间 不 得 超过 三 个 月 。 否 则 ,在 使 用 前 要 
以 标准 mRNA 制剂 或 人 工 合成 模板 鉴定 活性 。 

常用 的 标准 mRNA 制剂 是 经 纯化 (电泳 纯 ) 的 兔 网 织 红 细胞 mRNA。 常 用 的 人 工 
合成 模板 是 多 聚 腺 苷 酸 - 寡 聚 脱氧 胸 萌 酸 (poly(r)A-oligo(dT))e- 使 用 标准 mRNA fil 
剂 为 模板 时 ,反应 溶液 与 单 链 cDNA 合成 反应 溶液 相同 ,但 不 加 未 标记 的 dCTP。 以 多 
聚 腺 背 酸 - 寡 聚 胸 昔 酸 为 模板 时 ,反应 溶液 为 : 

Poly(r)A-oligo(dT) 0.1—0.5ug 


*H-dTTP 50uCi 
Tris-HCl pH8.3 100mmol/L 
Mg?* 10mmol/L 
KCl 50mmol/L 
DTT ; 10mmol/L 
AMV 逆 转录 酶 50u 


37sC 保 温 30 分 钟 ,测定 同位 素 抄 人 并 计算 合成 效率 。 | 

无 论 使 用 标准 mRNA SFE AD OA iP EE A cDNA 
#5 mRNA 模板 量 的 比值 )。 

另外 ,由 于 逆转 录 酶 和 ;mRNA 模板 都 很 不 稳定 ， 因此 所 有 使 用 的 器 右 都 必须 经 过 严 
格 的 高 压 消 毒 或 以 重 碳 酸 二 乙 酯 40.1 匈 浓度) 处 理 。 RAS IS ha 
在 单 链 cDNA 合成 中 往往 还 需要 加 入 核糖 核酸 酶 的 抑制 剂 《100u/ml)。 


A. KHGm Oe 


ie BA SPR He SABRES (terminal 本 ca 
简称 TdT), 泪 前 商品 提供 的 末端 转移 酶 是 从 小 牛 胸 腺 中 分 离 纯化 的 5 


(—) 末端 转移 酶 的 功能 


此 酶 能 催化 DNA 链 的 3'OH 端 加 脱氧 核糖 核 音 酸 的 聚合 反应 。 在 Mg 的 参加 
下 ,末端 转移 酶 把 来 自 脱氧 核糖 核 背 三 磷酸 〈dNTP) 的 核 苷 酸 基 加 合 到 单 链 DNA3 OH 
端 , 或 者 加 到 双 链 DNAS 突出 单 链 的 末端 OH 上 ,同时 释放 出 焦 磷酸 ' (ppi)。 RAI 
的 Lobban 和 Kaiser 曾 认 为 3 和 了 末端 为 平 末端 的 完整 双 链 DNA 分子 不 能 是 末端 转 
移 酶 的 有 效 底 物 。 它们 需要 用 ,外 切 酶 预 处 理 以 暴露 出 3 单 链 末端 之 后 ,才能 接受 核 萌 
酸 的 加 合 。 后 来 Roychoudhury 等 和 Brutlag 等 两 个 实验 小 组 分 别 报道 , 当 改变 反应 条 
件 使 双 链 DNA 处 于 不 稳定 ,松弛 两 端的 氢 键 ,末端 转移 酶 也 可 以 在 双 链 DNA 的 两 个 了 
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末端 同时 加 合 核 苷 酸 。 反应 条 件 的 改变 包括 降低 反应 体系 中 的 离子 强度 和 用 低 浓 度 Co*+ 
来 代替 Mg:+。 酶 的 催化 反应 如 图 3.10 所 示 。 


ay 
| ~~’ OH 
A 单 链 DNA 
+ndNTP . 
或 本 或 
本 f oe P 
ind OH | Mg?* ， 3 突出 双 链 DNA 


一 一 、，(pdN)In+ npp; 


+ ndNTP 


3 Baier awa FARR DNA 
Cot? 
| 2A) (pN)n + «np; 


3.10 末端 转移 酶 的 功能 。 


(=) 末端 转移 酶 的 用 途 


C1) 在 分 子 克隆 实验 中 ， 林 端 转移 酶 的 主要 用 途 是 使 载体 和 待 克隆 的 外 源 基 因 片 段 
接 上 互补 的 同 聚 体 尾部 ;以 便 两 者 能 在 体外 重组 。 例 如 采用 PBR322 的 重组 实验 : 把 载 
体 DNA 用 Pstl 切 成 线形 ,在 PstI 的 3 单 链 突出 末端 羟基 上 加 合 寡 聚 G 的 尾部 ;同时 
把 待 克隆 的 基因 片段 接 寡 聚 C, 载体 和 外 源 DNA 片段 借 G-C 的 配对 而 粘连 一 起 ， 并 
用 T4DNA 连接 酶 在 体外 共 价 连 接 , 借 尾部 寡 聚 G 与 C 间 氢 键 粘连 的 重组 分 子 也 可 以 直 
接 转 化 进入 宿主 细胞 ,达到 克隆 的 目的 。 不 过 后 者 的 转化 效率 低 于 前 者 。 


Pstl 切 载体 平 端 插 入 体 
一 NNCTGACA NNNN 一 
—NNG NNNN— 

Cot Co* 
TdT | TdT 

dGTP dCTP 
—NNCTGACAG(G),,G NNNN— 
—NNG C(C),,CNNNN— 

退 类 


有 
—NNCTGCAG(G),,GNNNN— 
a —NNG C(C),,CNNNN— 


| ek EAA 


—NNCTGCAG(G),,GNNNN— 
—NNGA—CGTC(C),,CNNNN— 


————— 
Pstl 位 点 
图 3.11 末端 转移 酶 用 于 cDNA 克隆 。 
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一 般 说 来 ， cDNA 的 克隆 经 常 选用 接 互 补 同 聚 体 尾 的 方法 。 当 然 , 随 机 切割 的 DNA 
片段 的 克隆 也 可 采取 接 尾 的 办 法 。 它 可 以 克服 随机 切割 的 片段 末端 不 具有 特定 限制 性 
内 切 酶 位 点 而 不 便于 克隆 的 拳 端 ;同时 ,转化 到 宿主 细胞 后 所 得 到 的 转化 系 将 全 部 为 重组 
的 分 子 , 不 可 能 存在 载体 自身 连接 的 产物 。 因 为 它 的 尾部 带 上 了 相同 的 核 背 酸 单 链 ,不 能 
借 氢 键 互补 相连 。 

四 种 脱氧 核 背 三 磷酸 加 合 到 DNA 链 3"OH 末端 的 反应 不 尽 相同 。 为 了 获得 一 定 平 
均 长 度 的 同 聚 体 接 尾 ,需要 摸 素 适 宜 的 反应 条 件 , 包 括 改变 反应 的 时 间 、 速 率 和 限制 脱氧 
核 昔 三 磷酸 的 浓度 。 通 过 降低 酶 的 浓度 和 反应 温 度 , 可 以 有 效 控制 核 背 酸 的 加 合 速率 。 具 
体 条 件 可 以 参照 有 关 文 献 。 

(2) 末端 转移 酶 的 另 一 个 用 途 是 在 DNA 的 3"OH 端 标记 带 同 位 素 的 核糖 核 背 酸 , 从 
而 进行 DNA 序列 测定 。Maxam 和 Gilbert 介绍 了 把 a-*P-ATP 加 到 DNA # 3’OH 
端的 方法 ,得 到 的 DNA-(prA) 产物 经 碱 处理 使 末端 只 带 一 个 腺 叮 叭 核糖 核 苷 酸 , 而 与 此 
腺 苷 酸 相连 的 3 和 5 位 上 磷酸 酯 均 为 同位 素 标 记 CDNA-*PrAP”), 

末端 转移 酶 用 于 DNA 加 尾 的 反应 溶 该 : 


二 甲 砷 酸 钾 100mmol/L 
Tris-HCl pH7.6 25mmol/L 

CoCl, Immol/L i 
DTT 0.2mmol/L 
[a-*PJdNTP (Jn BRB) 0.1mmol/L 
末端 转移 酶 75u 


37°CRM 10 分 钟 , 酚 、 氯 仿 抽 提 后 回收 放射 性 标记 DNA 部 分 6 


第 三 而 “磷酸 激酶 和 磷酸 酶 


磷酸 激酶 催化 底 物 的 加 磷酸 基 反 应 ， 而 磷酸 酶 是 催化 底 物 的 脱 磷酸 基 反 应 。 这 两 个 
酶 在 基因 工程 中 是 常用 的 工具 酶 。 磷酸 激酶 能 在 核酸 的 了 末端 羟基 上 加 上 磷酸 基 , 而 磷 
酸 酶 则 能 从 核酸 的 了 末端 去 掉 磷 酸 基 。 它 们 已 广泛 应 用 于 核酸 的 结构 和 功能 的 研究 。 例 
如 在 DNA 序列 分 析 和 核酸 探 针 的 制备 中 ， 需 要 对 双 链 或 单 链 核酸 的 了 未 端 标记 上 同位 
素 ? 了 了 ,就 要 由 磷酸 激酶 催化 ,沿用 的 是 T4 多 核 背 酸 磷酸 激酶 ?再 如 双 链 DNA 片段 进行 
重组 反应 中 ,载体 DNA 的 未 端 会 发 生 自身 连接 ,使 重组 效率 降低 ,本 底 增高 ,大 大 降低 转 
化 效率 。 若 将 载体 DNA 的 5 末端 磷酸 基 先 切 掉 , 消 除 载 体 自身 连接 的 影响 ,可 使 转化 效 
率 提高 。 去 掉 核 酸 的 了 磷酸 基 就 需要 由 磷酸 酶 催化 ,党 用 的 是 牛 肠 碱 性 磷酸 酶 《CIP)o 也 
可 以 用 大 肠 杆 菌 碱 性 磷酸 酶 《BAP)。 


一 、I4 多 核 苷 酸 激酶 


(—) T4 SRE BAM DRE 


T4 多 核 苷 酸 激 酶 有 多 种 功能 : HCO TAY SFI Ls KER OS 磷 
酸 基 去 磷酸 化 ;催化 DNA 磷酸 基 的 交换 反应 5 催化 DNA3 磷酸 基 去 磷酸 化 。 


00 。 


1. 核酸 分 子 5" 末 端 羟基 础 酸化 的 活性 
这 是 T4 多 核 昔 酸 激酶 最 主要 的 功能 。 它 催化 三 磷酸 核 音 酸 的 Y 磷酸 基 取 代 核 酸 了 
末端 的 羟基 。 当 7 磷 为 ?P 时 ,就 可 以 通过 这 一 反应 把 核酸 分 子 的 式 末端 标记 上 同位 素 。 
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g 
DNA¥,, -————>"[#P]DNA 
[P]ATP 
+ ADP 
RNAS, DTT [2P]RNA 
举例 
5 OH 
A-P-P-"P 人生 ER 
DTT | Mgt? 
5 32p-Cp-Gp-Cp.…… 
十 
ADP 
图 3.12 T4 多 核 背 酸 激酶 催化 的 磷酸 化 反应 。 
此 反应 有 以 下 特点 : 


(1) 底 物 为 了 未 端 带 有 羟基 的 单 链 或 双 链 的 DNA 或 RNA MRA 

(2) 在 标记 反应 中 单 链 DNA 的 5 羟基 端 比 相应 的 双 链 DNA 的 两 链 间 隙 处 的 5 羟 . 
基 端 标记 率 大 约 高 10 倍 。 | 

(3) BREW ATP 有 助 于 标记 上 间隙 处 的 ?羟基 端 ， 但 不 能 将 单 链 间 缺口 处 的 了 
状 基 端 标记 上 了 磷酸 基 。 

(4) 带 了 突出 端的 双 链 DNA 比 带 3' 突 出 端 和 平 端的 双 链 DNA 更 容易 标记 上 。 如 
果 在 高 浓度 的 ATP 条 件 下 ,后 两 者 的 5 羟基 端 也 可 以 被 磷酸 化 。 

(5) 过 量 的 KCL 可 以 抑制 磷酸 化 反应 。 T4 多 核 音 酸 激 酶 也 可 以 使 碱 基带 保护 基 
团 的 核酸 了 末端 磁 酸 化 ,这 可 以 用 于 多 核 昔 酸 链 的 化 学 合成 中 。 

(6) 反应 中 所 需 的 5 三 磷酸 核 背 酸 常 规 使 用 ATP ,实际 上 CTP.UTP,GTP, dATP 
和 dTTP 也 有 同样 效果 。 

(7) T4 多 核 背 酸 激酶 的 pH 适应 范围 为 7.4 一 8.0, 最 适 pH 47.6, 

(8) 在 缺乏 Mg# 时 ,该 酶 失去 活力 。 最 适 Mg# 浓 度 为 1 x 10 mol/L, 

(9) 反应 中 加 入 Smmol/L DIT 可 获得 高 酶 活性 。10mmol/L 的 2-3 TBA 10 
mmol/L 谷 胱 甘 肽 使 酶 活力 只 能 分 别 达 到 Smmol/L DTT fy 80%F1 70%, ERSREK 
化 合 物 时 ,活性 只 为 5mmol/L DTT Athy 2%. 

(10) 当 单 链 DNA 作为 底 物 时 ，NaCl 可 以 促进 反应 8 而 当 双 链 DNA 作为 底 物 
Bt, NaCl 则 抑制 反应 。 

(11) 精 胺 一 类 的 多 胺 化 合 物 可 以 促进 磷酸 化 反应 ，1.7mmol/L 精 胺 可 以 提高 反应 
速度 大 约 30 倍 。 

2. 催化 DNAS’ 磷酸 基 去 磷酸 化 的 活性 

在 有 过 量 的 ADP 时 ，T4 多 核 苷 酸 激酶 可 以 催化 多 核 音 酸 的 RM, Bat 
反应 产生 SAE MA ATP。 这 一 反应 用 咪唑 -盐酸 缓冲 液 , pH 在 6.2 比较 好 。 去 磷酸 
化 的 效率 比 磷酸 化 的 效率 低 得 多 。 
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3. 交换 反应 
由 于 去 磷酸 基 反 应 的 可 逆 性 ， 反 应 中 有 过 量 ADP 时 ,多 核 苷 酸 激 酶 可 以 催化 ATP 
的 7-?pP 和 多 核 背 酸 的 5-P 之 间 的 交换 。 这 种 反应 可 用 于 带 有 5-P 的 多 核 背 酸 的 标记 。 
其 反应 见 图 3.13。 
A-P-P-3P 
十 十 ?了 P-Cp-Gp-Cpwm 
过 量 ADP 
DTT {Me 
2P_Cp-Gp-Cpeeees 
+ 
ADP, ATP 


图 3.13 T4 多 核 背 酸 激 酶 催化 的 交换 反应 。 


交换 反应 需要 Mg#+ 和 2- 琉 基 乙 醇 。 这 一 反应 可 以 被 磷 离 子 抑制 ，50mmol/L 磷酸 
钾 可 以 抑制 60 多 的 酶 活性 。 最 适 缓冲 条 件 为 咪唑 -盐酸 缓冲 液 ，pH6.2。 带 EcoR1 末端 
的 DNA FER, 4 pH6.6 时 ， 交 换 反 应 中 的 ATP #HE XH 10umol/L, fy ADP % 
300umol/L, 

REMC RMEABAN, SHRED 5 磷酸 末端 都 可 以 按 交换 反应 标记 上 。 交 
换 反 应 进行 的 完全 程度 与 底 物 量 和 酶 量 有 关 ， 而 与 底 物 分 子 大 小 (4 X 10—14 X 10 7) 无 
关 。 单 链 寡 核 苷 酸 更 易 标 记 ; 3' 突 出 末端 的 DNA 标记 比较 困难 ， 在 足够 量 的 酶 作用 下 ， 
标记 率 可 达 70% 5 WHE DNA 缺口 处 的 了 末端 磷 通 过 交换 反应 的 标记 率 只 有 5 突出 末端 

1 

的 30。 

4. 催 1k 3AM DRA WAR UL WOH 

T4 SRAM MECHURT A 5 磷酸 化 酶 的 活性 外 ， 还 具有 3' 未 端 去 磷酸 化 的 酶 活 


性 ,催化 3' 未 端 磷酸 基 水 解 成 为 羟基 。 其 底 物 可 以 是 3' 磷 酸 脱氧 核 苷 ,3 5 — 
Al 3' 磷 酸 多 核 苷 酸 ( 见 图 3.14)。 


RSO EN DT 区 全 
SS aera 

ae 
6 eae 

Be. PAL 3.14 T4 SRPBMBN 3 MBB. 

B 为 碱 基 。R 为 H, PO ", 单 核 苷 酸 或 多 核 昔 酸 。 
3 磷酸 酶 的 反应 最 好 用 Tris- 顺 丁 烯 二 酸 ,pH5.8 一 6.2 缓冲 体系 。 在 缺乏 MgCh 时 ， 
仅 可 得 到 2 多 的 酶 活性 ,最 适 Mg “浓度 为 gmmol/L。 反 应 需要 琉 基 化 合 物 ( 见 图 3.14)e 


(=) T4 多 核 苷 酸 激酶 的 使 用 


T4 多 核 苷 酸 激 酶 常 应 用 于 : 在 化 学 法 测定 DNA 的 核 苷 酸 序 列 时 进行 7-"P AOR 
端 标记 ; ERS 5 磷酸 基 团 的 片段 连接 之 前 用 多 核 背 酸 激酶 加 上 5 磷酸 基 ; 磷酸 化 合成 限 
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LEAR A; DNA 一 端 ?P 标记 ,再 加 部 分 降解 法 绘制 DNA 物理 图 谱 ; 7Y-”P 标 


记 寡 核 昔 酸 探 针 。 在 实际 应 用 中 多 是 利用 T4 多 核 背 酸 激酶 使 核酸 5 末端 羟基 础 酸化 ， 


的 活性 。 其 磷酸 化 反应 的 具体 条 件 ， 请 见 本 书 上 册 的 化 学 法 测定 核 苷 酸 序列 部 分 。 


二 、 碱 性 磷酸 酶 


碱 性 磷酸 酶 (BAP,CIP) 催化 核酸 的 引 末 端 脱 去 磷酸 基 团 的 反应 。 其 底 物 可 以 是 单 
链 或 双 链 的 DNA 和 RNA。 三 磷酸 核糖 核 背 或 三 磷酸 脱氧 核糖 核 些 。 
gi 5 PDNA — 5’OH-DNA 
或 
5 PRNA — 5’OH-RNA 

常用 的 小 牛 肠 碱 性 磷酸 酶 〈CIP) 的 分 子 量 为 140,000,， 是 一 种 糖 蛋白 ， 由 两 个 亚 基 
组 成 。 此 酶 是 一 种 含 锌 的 酶 , 每 分 子 含 4 个 锌 原子 。 在 pH7.5 一 9.5 等 碱 性 条 件 下 很 稳 
定 ; 而 在 酸 往 条 件 下 则 很 快 失 活 。 该 酶 的 硫酸 铵 悬 液 在 4*C 存 放 是 稳定 的 。 

实验 中 ,在 碱 性 磷酸 酶 处 理 后 进行 下 一 步 反 应 前 ， 往 往 需要 将 碱 性 磷酸 酶 完全 失 活 。 
CIP 在 | SDS 中 加 热 至 68*C 可 以 完全 失 活 ,而 BAP 则 不 能 。 因 此 往往 在 68°C 下 进行 反 
应 以 抑制 BAP 制剂 中 残留 的 核酸 酶 活性 。 为 了 去 除 操作 中 微量 的 .BAP 活性 ;需要 进行 
多 次 酚 - 氧 仿 抽 提 及 凝 胶 电 泳 纯化 DNA 片段 。 因 此 一 般 多 用 CIP。 

碱 性 磷酸 酶 常用 于 以 下 两 种 实验 ; @ 在 DNA 或 RNA 5' 未 端 标记 17-?P 时 ， 先 用 
CIP 去 除 DNA 或 RNA5' 未 端的 磷酸 基 ， 这 样 带 同 位 素 标记 的 磷酸 基 可 以 与 DNA 或 
RNA 相连 接 ， 使 它们 末端 标记 上 "P 同位 素 ; @ 在 载体 和 目的 基因 重组 的 反应 中 ， 由 
于 载体 两 端 有 时 是 同样 的 粘 末端 ,进行 连接 反应 时 载体 可 能 自身 连接 ,这 样 不 利于 外 源 基 
因 插 大 ;在 衍 选 重组 DNA 时 ,要 将 其 与 自身 连接 的 载体 相 区 别 , 也 很 麻烦 。 如 果 用 CIP 
去 除 载体 末端 的 磷酸 基 ,就 可 以 防止 载体 自身 连接 。 由 于 目的 基因 末端 带 有 磷酸 基 ; 它 可 
以 与 载体 相连 。 这 样 有 利于 外 源 基 因 插 人 并 容易 筛选 到 重组 基因 。 

商品 碱 性 磷酸 酶 一 般 是 悬浮 在 硫酸 贸 溶 液 中 ,在 使 用 碱 性 磷酸 酶 之 前 必须 除 硫 酸 较 ， 
否则 将 影响 碱 性 磷酸 酶 反应 之 后 的 进一步 实验 。 前 面 已 经 讲 过 ， 碱 性 磷酸 酶 去 除 ORE 
磷 之 后 往往 用 于 进行 两 种 实验 ,一 是 用 多 核 苷 酸 激酶 将 带 放 射 性 标记 的 Y-?P 加 到 DNA 
的 末端 使 其 带 上 未 端 标记 ,二 是 用 连接 酶 将 目的 基因 插 人 载体 。 硫酸 铵 既 影 响 多核 苷 酸 
激酶 的 活性 ,也 影响 连接 酶 的 活性 ,因此 在 使 用 碱 性 磷酸 酶 之 前 需要 用 Sephadex G-75 层 
析 柱 将 硫酸 铵 除去 。 

RAR RNA: fli, 3mol/L(NH,),SO, BFA RG AE BAP at CIP (活性 为 
400u/mg; 共 160u)。 将 样品 用 Eppendorf 离心 机 离心 5 分 钟 后 去 上 清 液 。 沉淀 溶解 在 
10041 20mmol/L Tris-HCl(pH8.4) 和 100ml KCl 中 ,加 在 预先 用 同样 缓冲 液 平 衡 好 的 
Ao FE BEBE G-75 柱 〈0.7 X 30cm) 上 ,每 150wl 收集 一 管 , 用 分 光 光 度 计 280nm 波长 
监测 流出 液 的 OD 值 , 可 画 出 一 条 曲线 ,并 测定 曲线 高 峰 处 各 管 的 碱 性 磷酸 酶 活性 。 

碱 性 磷酸 酶 (CIP 或 BAP) 活性 的 测定 方法 如 下 。 

反应 管 中 加 入 

0.5ml 0.05mol/L Tris-HCl(pH7.4) 


0.5ml 0.01mol1/L Wt ARIS 

0.2ml 0.01mol/L MgCl, 

1.05ml H,O 

2—10 CIP 禅 品 流出 液 ( 空 柱 以 柱 平 衡 代 替 ) 
于 37sC 保 温 1 小 时 后 加 入 1.75ml 0.2mol/L NaOH 终止 反应 。 在 430nm 测定 ODE. 
在 此 条 件 下 ,以 每 分 钟 水 解 1wmol 的 对 磷酸 硝 基 酚 为 一 个 单位 。 an 

为 了 使 酶 活性 保持 稳定 ,需要 将 有 酶 活性 的 各 管 加 和 人 等 体积 的 甘油 。， 

还 有 一 种 分 子 生 牺 学 专用 的 碱 性 磷酸 酶 制剂 《CIP), 于 三 乙醇 胺 缓冲 液 ， pbH7.6 二 
乙醇 胺 30mmol/L, NaCl 3mol/L, MgCl, 1mol/L, ZnCl, 0.1mmol/L), 可 不 经 处 理 直 
接应 用 ,该 酶 制剂 可 保持 在 4°C, 6 个 月 内 活性 不 会 降低 。 

碱 性 磷酸 酶 脱 磷 的 条 件 可 参照 下 面 的 方法 。 

(1) 限制 性 内 切 酶 完全 降解 DNA 以 后 ， 用 与 样品 等 体积 的 酚 - - 氧 仿 - Fee Qs: 
24:1) 溶液 抽 提 一 次 ,加 入 2.5 倍 的 乙醇 和 1/10 体积 的 3mol/L NaAc,pH5 9, 在 一 20"c 
过 夜 或 在 液 氮 中 冻 10 分 钟 ,然后 在 Eppendorf 离心 机 中 离心 ,去 掉 上 清 液 ， 沅 淀 用 70% 
乙醇 将 一 次 (一 般 用 lmI702H LE CS SSE MA.ABG DNA 沉淀 冲 起 来 ), 然 后 再 
离心 ; 弈 去 乙醇 。 洗 的 目的 是 为 了 去 除 3mol/ENaAco 条 

(2) 将 DNA WHE 20u1 10mmol/L Tris-HCl (pH8.0) 的 溶液 中 。 加 10 倍 的 
CIP 缓冲 液 5wl, 加 灭 菌 蒸馏 水 到 48 vl, fA CIP0.01 单位 /pmol 与 5 未 端 DNA。 

10 FAY CIP 缓冲 液 ， 


en 


0.5mol/L Tris-HCi ( pH9.0) 
10mmol/L MgCl, 

Immol/L ZnCl, 

10mmol/L WE 


(3) 保温 ;突出 端的 DNA 在 37"C 保 温 30 分 钟 后 , 加 入 同样 一 份 CIP， 继续 保温 
30 分 钟 。 平 末端 或 3 突出 端的 DNA; 在 37"C 保 温 15 分 钟 后 56*C 保 温 15 分 钟 ， 然后 再 
加 类 同样 一 份 CIP ,并 同样 保温 一 次 。 

(4 六 终 正 反应 ; 加 4051 KPA A7K, 1041 10 倍 的 STE 缓冲 液 和 Syl 10%sSDs ,如 
Py 68°C 15 分 钟 。 

10 倍 的 STE 缓冲 液 CTNE) 


Lok CH 


’ , 
I-A ae VE 
于 “ 和 


100mmol/L Tris-HCl(pH8.0) 
lmol/L NaCl 
10mmol/L EDTA 


(5). PE th FASS RRA - Se SA (252 2421) EPA 再 用 等 体积 的 氧 仿 - aR 
83 ( 2471 AR TER Ko 了 

(6) 这 样 处 理 后 的 样品 可 能 仍 含有 某 些 物 质 会 影响 下 一 步 的 连接 反应 ,需要 将 DNA 
ARERR RRR, BBW DNA 片段 。 经 过 这 样 处 理 后 的 样品 才 合 适 进 行 
连接 反应 。 也 有 人 将 样品 过 一 个 葡 聚 糖 凝 胶 -G50 的 离心 柱 , 离 心 后 的 样品 按 上 面 (《1) 的 
方法 用 乙醇 沉淀 

经 过 上 面 处 理 的 DNA 可 以 进行 连接 反应 。 通过 连接 反应 和 转化 的 结果 可 以 分 析 
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GIP 处 理 是 否 恰 当 。 | = 

TERR MAM E Ge Ly AE ode FALE Ve aU AS ATLL cd JL AS 
验 : @ 不 用 内 切 酶 降解 的 鸣 菌 体 的 感染 率 。 这 一 实验 可 以 看 出 完整 吻 菌 体 的 质量 如 何 ; 
@ 用 内 切 酶 降解 并 用 CIP 处 悍 后 的 噬菌体 的 感染 率 。 这 一 步 应 该 没有 细菌 被 感染 ; 如 
有 人 少量 细菌 被 感染 ,可 能 是 某 些 -DNA 没有 被 内 切 酶 降解 干净 的 结果 ; 轿 经 内 切 酶 降解 ， 
CIP 处 理 的 . DNA 又 进行 自身 连接 反应 后 的 转化 率 。 这 一 实验 可 看 出 CIP 处 理 的 结果 
如 何 , 如 CIP 处 理 得 不 够 ,那么 连接 反应 后 感染 率 可 能 很 高 。 但 是 也 不 能 用 CIP 处 理 到 
完全 没有 自身 连接 反应 ,因为 CIP 处 理 过 分 之 后 ,外 源 DNA 不 易 插入 ; @SAWBM 
解 ，CIP 处 理 后 又 加 入 外 源 _ DNA 进行 重组 连接 反应 的 DNA 的 感染 率 。 如 果 CIP 处 
理 过 头 ， 这 一 实验 的 感染 诸 将 很 低 ， 甚 至 没有 感染 的 细菌 。 实 际 工作 中 5 末端 DNA 的 
CIP 的 用 量 并 不 是 在 任何 条 件 下 和 任何 DNA 都 按 上 面 所 说 0.01 u/pmol， 往往 需要 经 过 
一 定 的 摸索 ,才能 掌握 好 CIP 处 理 一 步 中 CIP HAE 


第 四 让 核酸 水 解 酶 


核酸 水 解 酶 是 一 类 可 以 降解 核酸 的 酶 。 基 因 工 程 中 的 所 谓 基因 前 切 ， 就 是 用 核酸 水 
解 酶 降解 核酸 成 较 小 的 片段 。 从 整个 染色 体 基 因 组 中 分 离 纯化 出 所 需要 的 特定 基因 ， 就 

用 核酸 水 解 酶 把 核酸 降解 成 较 小 的 片段 ， 将 这 些 片段 克隆 化 ,再 从 众多 的 克 噬 中 筛选 
出 我 们 所 需要 的 基因 。 另 外 ,在 做 基因 表达 时 ,也 常 需要 核酸 水 解 酶 ， 用 它 来 水 解 DNA， 
以 调整 结构 基因 和 局 动 基因 之 问 的 距离 ， 调整 核 苷 酸 框架 处 于 合适 的 三 联 密码 位 置 等 , 争 
取 获 得 高 效 表 达 。 

核酸 水 解 酶 的 种 类 很 多 ， 根据 其 作用 机 制 、 对 底 和 的 要 求 以 及 作用 方式 的 兰 别 ， 可 以 
有 不 同 的 分 类 标准 。 

(1) 按照 对 底 物 作用 的 专 一 性 可 将 核酸 水 解 酶 分 成 三 类 : 其 作用 于 RNA 的 叫做 核 
糖 核酸 酶 (简称 RNase)， 只 作用 于 DNA 的 叫做 脱氧 核糖 核酸 酶 (条 称 ey REE 
用 于 RNA 又 作用 于 DNA AURRA RRS 

(2) 按照 对 底 物 二 级 结构 的 专 一 性 也 有 三 类 : FATEH ER, 作用 于 双 链 的 
核酸 酶 ,以 及 既 可 作用 于 单 链 又 可 作用 于 双 链 的 核酸 酶 。 - 

(3) 按照 对 底 物 的 作用 方式 又 可 将 核酸 酶 分 成 三 类 : 核酸 内 切 酶 、 核 酸 外 切 酶 以 及 
具有 内 切 外 切 双 重 功能 的 核酸 酶 。 核 酶 内 切 酶 的 降解 位 点 在 多 核 音 酸 链 的 内 部 ; 核酸 外 
切 酶 则 是 从 多 核 苷 酸 链 的 末端 起 ,将 核 痛 酸 逐 个 水 解 下 来 。 

(4) 按照 磷酸 二 脂 键 的 断裂 方式 可 将 核酸 酶 分 成 两 大 类 : 3 核酸 酶 和 5 核酸 酶 o3 核 
酸 酶 的 作用 点 在 3 羟基 和 磷酸 残 基 之 间 连 接 键 上 ， 其 产物 是 以 3 羟基 和 5 磷酸 为 末端 的 
MREBREBEM A 3.15(1) 所 示 。 5 核酸 酶 的 作用 点 在 5 羟基 和 磷酸 残 基 之 间 的 
连接 键 上 ,其 产物 是 以 了 羟基 和 3 BRAHAM RAAB, Mw 3.15(27) 所 示 。 

此 外 , 酶 对 核 音 酸 的 碱 基 的 识别 也 可 能 有 选择 性 ， 有 些 酶 专门 识别 喀 啶 , 另 一 些 专门 
IAs! AH 

常用 的 核酸 水 解 酶 类 有 各 种 限制 性 内 切 酶 .SI RBS) RS IIL, Bal31 核酸 酶 、 绿 
豆 核酸 内 切 酶 。 另 外 还 有 外 切 酶 .外 切 酶 VU 和 RNaseH。 其 中 限制 性 内 切 酶 在 本 书 
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上 册 已 有 专题 介绍 ,其 他 各 酶 本 节 将 一 一 介绍 。 


3.15 3“ 核酸 酶 和 5 核酸 昔 的 作用 点 。 
(1) 3' 核 酸 酶 ，〈2) 5 核酸 酶 。 


一 、 外 切 酶 II 


外 切 酶 II 的 作用 底 物 为 带 3' 羟 基 端 的 双 链 DNA, TERIA 35’ 方向 逐个 降解 核 
昔 酸 ,其 产物 是 5 单 核 昔 酸 。 这 个 酶 还 有 其 他 三 种 酶 活性 ， 即 对 无 厦 哈 DNA 的 特异 性 
内 切 酶 活性 、RNaseH 的 活性 和 3 “磷酸 酶 的 活性 。 

当 用 高 活性 的 外 切 酶 II 降解 DNA 时 , 在 90mmol/L KCl 和 室温 条 件 下 ,大 约 每 
分 钟 从 3 末端 降解 10 个 核 苷 酸 。 

另外 ,外 切 酶 Wl 还 用 于 制备 单 链 的 DNA, 作 为 DNA 聚合 酶 的 模板 。 


vi OH 
HO 
pe 
5 5’ OH 
本 ened é 
5° 
如 : OH 
5 pC-pG-pA-pT-pT-pA-pG-pC J 
3’ serene Gp-Cp-T p-Ap-Ap-T p-Cp-Gp 
5° 
[ues 
5, OH oe 3° 
2pA r— 
OH OH < ¥ 
ei. 
5! ssp ] 二 2pTj Mg 
OH 2 
3’--.Gp-Cp-T p-Ap-Ap-T p-Cp-Gp5’ pc! A OH 3 
OH 一 +2PO7 
apc J 3' HO 5! 
A 3.16 外 切 酶 I 的 外 切 反 应 。 图 3.17 外 切 酶 II 中 的 3 磷酸 了 酶 反应 s 


5’ OH 外 切 酶 站 by ~ ”SI1 核 酸 酶 和、 


| a 
; ———« 
HO 5’ 5 5 


图 3.18 外 切 酶 II 和 Sl 核酸 酶 联合 将 双 链 DNA Ra. 


Rd) 
5 OH sens 
gp aan ， DNA RA Ay 
限制 性 内 切 酶 
5 (E) 


Bee ll lm la < 一 一 
mg i i iO | 


5° 


24y--dNTP 


图 3.19 MH DNA 的 同位 素 标记 。 
E 代表 某 一 限制 酶 的 位 点 。 


二 、S1 8 BK 


S1 核酸 酶 降解 RNA 和 DNA, 降 解 DNA 的 效力 大 约 是 降解 RNA 效力 的 5 倍 。 
纯化 的 酶 对 单 链 DNA 有 高 度 的 特异 性 。 只 有 存在 大 量 S| 核酸 酶 时 ， 双 链 DNA 才 
可 能 被 完全 降解 。 其 降解 位 点 在 双 链 DNA 缺口 处 或 者 小 片段 单 链 部 分 。S1 核酸 酶 的 
产物 是 RRR TR AR, 


TRO ee 
pH4.5 
Zn2* SIR RE 
5° pdN x 5'prN > 
15 脱氧 核 苷 酸 ) (5 BHR) 


图 3.20 Sl 核酸 酶 降解 单 链 核酸 。 


一 MH DNA 含 部 分 单 链 


?也 4.5 | si 核酸 酶 (大量 ) 


Zn*4 


一 -一 + += Met DNA 中 单 链 部 分 被 S1 酶 切 ) 除 
去 单 链 并 形成 双 链 DNA HB 
图 3.21 Sl 核酸 酶 可 切割 存在 于 双 链 DNA 中 的 单 链 部 分 ,最 终 把 DNA 切 成 小 片 外 。 
Sl 核酸 酶 和 外 切 酶 Ul 联合 使 用 可 以 缩短 DNA 的 长 度 ,在 经 典 的 cDNA HRW 
法 中 也 使 用 S1 核酸 酶 去 除 双 链 cDNA 中 的 单 链 部 分 ( 见 图 3.22)。 
此 外 ，S1 核酸 酶 还 用 于 将 DNA 的 粘 末 端 切 成 平 未 端 。 
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1 *» MRNAA a0: HO 
sme | DNA 的 杂 合 体 -一 水 解 -， 二 =- 
Sans aa oe | pn ot 8A uae i DNA 
= : 7 RNA 

PERS 
ae 


Klenow}; & 


双 链 DNA ~~ ci papgg  --UHEDNA . 


图 3.22 在 cDNA 合成 过 程 中 S1 核酸 酶 的 用 途 。 


三 、 绿 豆 核 酸 内 切 酶 


绿豆 核酸 内 切 酶 的 作用 底 物 为 单 链 的 多 聚 核 背 酸 和 多 聚 脱氧 核 背 酸 。 它 以 大 约 同等 
的 速度 降解 这 两 种 底 物 ， 产 生 MR AMM BR ERM ERAT. EAA RH 
酸 酶 的 作用 ,这 种 核 昔 酸 酶 也 作用 于 单 核 背 酸 和 寡 聚 核 昔 酸 的 3 末端 磷 酸 基 。 

绿豆 核酸 内 切 酶 并 不 识别 专 一 的 核 苷 酸 序 列 ,降解 位 点 一 般 为 AT 丰富 区 。 T. F. 
Mccutchan AEM DNA 时 发 现 ， 绿豆 核酸 内 切 酶 降解 位 点 在 结构 基因 前 面 
或 者 后 面 , 它 不 在 结构 基因 内 部 降解 DNA。 也 就 是 说 能 使 我 们 得 到 完整 的 结构 基因 。 

Mccutchan 等 人 用 绿豆 核酸 内 切 酶 降解 洗 原虫 基因 组 DNA 及 克隆 的 完 原虫 DNA， 
然后 用 合成 的 寡 核 昔 酸 等 作 探 针 进行 杂交 ， 可 以 得 到 近似 大 小 的 片 仆 。 通 过 核酸 序列 测 
定 , 得 知 这 个 酶 的 降解 位 点 在 结构 基因 的 前 后 。 他 们 推测 这 个 酶 的 降解 位 点 可 能 与 DNA 
的 二 级 结构 有 关 ,与 一 级 结构 关系 较 小 s 

绿豆 核酸 内 切 酶 的 最 适 pH 为 5。 但 是 酶 活性 在 pH5 时 会 迅速 地 表 失 。 加 入 0.1 
mmol/L Zn?+ 和 Lmmol/L 琉 基 化 合 物 ( 半 胱 胺 酸 ,二 硫 苏 糖 醇 . 谷 胱 甘 肽 ), 可 以 稳定 酶 活 
性 。 

当 用 绿豆 核酸 内 切 酶 降解 双 链 DNA 时 ,要 在 反应 液 中 加 入 相当 量 的 甲 酰胺 。 甲 栈 
胺 可 以 使 双 链 DNA 解 链 ,这 时 绿豆 核酸 内 切 酶 就 可 以 发 挥 其 作用 。 在 没有 甲醛 胺 的 条 
件 下 ,绿豆 核酸 内 切 酶 水 解 双 链 DNA 的 活性 仅仅 是 单 链 DNA 的 1/1 000。 

所 用 的 甲 酰胺 量 随 不 同 的 DNA 和 所 需 产物 片段 大 小 而 变化 ， 甲 酰胺 的 含量 一 般 在 
30—50% , AMER RE RRA ,DNA 越 易 降解 ,生成 的 片段 越 小 。 

特定 的 DNA 在 特定 的 条 件 下 , 用 绿豆 核酸 内 切 酶 降解 ,可 以 产生 特异 性 的 区 带 。 这 
一 点 与 S1 核酸 酶 不 同 ，S1 酶 作用 后 的 电泳 区 带 往往 显示 一 系列 非特 异 大 小 的 片 妇 ,看 


不 出 集中 的 区 带 。 
绿豆 核酸 内 切 酶 的 降解 条 件 如 下 : 
NaCl 0.2mol/L 
ZnSO, Immol/L 
NaAc 30mmol/L 
is lu/ug DNA 


甲 酰 胺 30—50% 


e 68 « 


及 应 体积 100ul1， pH4.6, 在 50sC 保 温 30 分 钟 。 反 应 后 用 0.01mol/L EDTA 将 反应 液 稀 
4 倍 。 经 酚 提 乙 醇 沉 淀 回收 DNA, 然 后 再 进行 下 一 步 反 应 。 

所 用 的 甲 酰胺 需要 用 AG501-88 树脂 处 理 。 取 100ml 甲 酰胺 加 入 68 树脂 , 搅拌 3 
小 时 后 静 置 使 树脂 沉淀 , 倾 出 上 层 的 甲 酰胺 即 可 使 用 。 

所 用 的 ZnSO, 不 易 溶 解 ,一 般配 成 50mmol/ 工 ZnSO, 储存 液 方 法 是 : Me ZnSO* 
后 ,加 入 适量 水 ,然后 加 入 少量 HAc 并 搅拌 ,直到 ZnSO, 全 部 溶解 为 止 ,最 后 加 水 达到 
所 需 体 积 。 


四 .外 切 酶 Vi 


dh Dis Vil 可 以 从 单 链 DNA 的 3 和 5 两 端 降解 DNA, BRA )RRABC 
图 3.23)。 


5° gf < 5' 3 
ee ay way 
ahi eee Hw cc 
3" 5 yb EI) ig VO ha 
—_—_—_—_—_—_—— 
或 者 
5‘ 37 5 3 
ba eS ee eee a | 
‘ 
3' 5° he 5 


图 3.23 spo) VIL 降解 DNA 的 单 链 (部 分 )。 


外 切 酶 VB 可 以 用 于 将 带 粘 末 端的 双 链 DNA 未 端 消 平 , 它 还 可 以 与 外 切 酶 . II 或 
1 外 切 酶 联合 使 用 将 双 链 DNA 缩短 。 


五 、 外 切 酶 


1 外 切 酶 以 具有 5 磷酸 末端 或 者 具有 5 突出 端的 双 链 DMA 为 底 物 ,从 5 磷酸 末端 
逐个 降解 核 育 酸 , 产生 :5 单 核 昔 酸 ( 见 图 3.247e 


‘OH 
5’--.pC-pG-pA-pT-pG-pG- pC-pT-pA-pC 4 
3’---Gp-Cp-T p-Ap-Cp-Cp-Gp-Ap-T p-Gp5" 
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OH 
4 2pG 
OH 
2pa 4 
OH 
2pc 4 
OH 
pT 


OH 
5’---pC-pG-pA-pT-pG-pG-pC-pT-pA-pC J + 
3’---Gp-Cp-Tp-Ap 
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合 使 用 缩短 双 链 DNA 的 长 度 ( 图 3.25)。 


5' p 2 4 外 切 酶 tine 8 
' Mg2+ a Grr a 
3 Ba ey, 7. 5° BS 
图 3.25 用 和 外 切 酶 切削 DNA Fy Beo 
A 外 切 酶 还 用 来 降解 突出 的 5 末端 。 


六 、Bal 31 核酸 酶 


Bal 31 核酸 酶 是 由 Alteromonas erbejiaza Bal. 31 菌 的 培养 液 中 分 离 得 到 的 、 在 
细菌 繁殖 过 程 中 被 分 刻 到 细胞 外 。 它 具有 单 链 脱氧 核糖 核酸 内 切 酶 活性 ， 特 异地 切割 单 
链 DNA, 产 生 寡 核 背 酸 和 单 核 背 酸 ,这 与 Sl 核酸 酶 的 作用 相 类 似 。 同 样 , 当 共 价 闭 合 环 
形 双 链 DNA 中 出 现 单 链 缺口 产生 所 谓 缺 口 DNA 时 , 此 酶 可 以 将 缺口 部 位 相对 的 另 一 
条 单 链 部 位 切 开 ,使 之 成 为 线形 DNA。 还 有 ,此 单 链 核 酸 内 切 酶 能 特异 地 作用 于 双 链 共 
价 闭 合 环 DNA 分 子 上 弱 的 氢 键 区 域 。 

Bal 31 核酸 酶 还 具有 双 链 DNA 外 切 酶 活性 。 它 可 以 从 线性 双 链 DNA 分 子 的 了 
和 5 两 端 同 时 切 下 单 核 音 酸 ， 产 生 向 心性 逐步 降解 作用 。 酶 对 双 链 DNA 的 末端 结构 形 
式 无 选择 性 ， 就 是 说 无 论 平 末端 还 是 单 链 突出 末端 均 可 同样 地 被 外 切 酶 所 作用 。 鉴于 
Bal 31 核酸 酶 的 上 述 这 些 作 用 , 它 可 以 把 双 链 线性 DNA OFM 3、5 两 端 逐 个 地 降解 ， 
削 短 DNA 的 长 度 ( 见 图 3:27)。 不 过 本 酶 并 不 具有 专 一 作用 于 双 链 的 核酸 内 切 活性 。 

Bal 31 核酸 酶 的 活性 需要 二 价 阳 离子 Ca*+ 和 Mg**o GRE Mg 会 降低 酶 的 活性 , 缺 
Zz Ca*+ 就 会 不 可 逆 地 丧失 酶 的 全 部 活性 。 同 时 ,反应 还 需要 一 定 的 中 性 盐 〈NaCl), 最 适 
NaCl 浓度 为 0.6mol/ 世 。 盐 浓度 提高 到 4mol/ 工 , 酶 仍 可 显示 活性 。SDS 和 尿素 不 抑制 酶 
的 活性 。EGTA 有 强烈 地 抑制 酶 活性 的 作用 ,因为 它 选 择 性 地 整合 了 反应 体系 中 的 Ca+， 
从 而 使 酶 失 活 。EGTA 不 会 与 Mg#+ 起 作用 。 酶 反应 常用 的 缓冲 体系 为 : 


20mmol/L Tris-HCl pH7.2 (@ AF 8.0) 
600 mmol/L NaCl 
12 mmol]/L CaCl, 
12mmol/L MgCa, 
lmmol/L EDTA 


反应 温度 一 般 选 用 30*2。 有 报道 , 当 温度 下 降 到 20°C 时 , 酶 的 活性 降低 到 30*C 下 活性 的 
三 分 之 一 。 酶 对 DNA 链 中 A-T 富 集 区 域 的 降解 作用 快 于 G-C 密集 区 ， 甚 至 酶 的 活 
性 会 暂停 止 在 G-C 密集 区 。 这 种 表现 在 降低 温度 后 更 为 突出 。 作 用 机 制 见 图 3.26。 
Bal 31 核酸 酶 是 分 子 克 隆 实 验 中 一 个 有 用 的 工具 。 在 进行 基因 片段 的 次 级 克隆 和 表 
达 时 ,需要 把 特定 长 度 的 有 功能 的 基因 片段 接 到 启动 子 后面 并 具有 正确 的 密码 阅读 框架 ， 
使 之 克隆 和 表达 。 采 用 限制 性 内 切 酶 切割 出 来 的 片段 ' 有 时 因 位 点 定位 不 合适 ,不 能 得 到 
上 面 所 述 的 特定 长 度 和 序列 的 基因 片段 。 可 是 再 用 Bal 31 核酸 酶 来 处 理 片段 ,通过 控制 
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1) 双 链 DNA (末端 可 为 齐 头 或 单 链 突 出 / 


eo: ‘ 
5 3 Bal131 酶 5° Ly 


PPS re a: Cat 5. RA + iam BM 
oe a 5' 
dsDNA 
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图 3.26 Bal 31 核酸 酶 的 作用 示意 图 。 
酶 的 浓度 、 反 应 时 间 、 温 度 以 及 中 性 盐 浓度 等 ， 可 以 得 到 一 定 长 度 或 一 定 DNA 顺序 的 基 
FB DA Geshe Rt Fo A 3.27 示 出 了 用 Bal 31 核酸 酶 切削 DNA 的 过 程 。 


图 3.27 还 示 出 了 应 用 Bal 31 核酸 酶 可 去 除 一 些 不 希望 存在 的 限制 性 内 切 酶 位 点 ， 
并 可 以 用 于 内 切 酶 位 点 的 定位 。 
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图 3.27 用 Bal 31 核酸 酶 切削 DNA, 
在 应 用 Bal 31 核酸 酶 时 有 几 点 要 注意 : @ 在 每 一 特定 实验 中 ， 事先 一 定 要 细心 地 
用 DNA 制剂 检测 酶 的 活性 ,并 用 琼脂 糖 凝 胶 电 访 观 察 产 物 被 降解 的 程度 (图 3.26);, 从 而 


确定 实验 所 需 的 条 件 ; @ 在 T4DNA HABER ZA, Bal 31 酶 的 酶 解 产 物 如 果 
酚 处 理 使 酶 失 活 ,常常 得 不 到 满意 的 连接 效果 。 若 片段 用 


琼脂 糖 处 理 ,连接 效率 比 单 用 酚 
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处 理 要 高 ;@ 当 用 Bal 31 酶 来 定位 ,DNA 链 上 的 限制 性 内 切 酶 的 位 点 时 , 押 Bal 31 Bg 
降解 后 的 DNA Bt? SR EGTA 灭 活 Bal 31 酶 作用 即 可 。 加 EGTA 之 后 ,Mg2+ 
不 影响 浓度 ,因此 又 可 直接 用 来 进行 内 切 酶 的 降解 反应 ,不 必 进 行 其 他 处 理 。 
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核糖 核酸 酶 H (RNase H) 最 先是 在 小 牛 胸腺 组 织 中 发 现 的 。 它 具有 内 切 酶 活性 ， 
特异 地 降解 DNA-RNA 杂 合 双 链 上 的 -RNA- 链 , 产生 带 -了 磷酸 单 脂 的 寡 核 苷 酸 和 单 核 
7M. RNase H 不 能 降解 单 链 的 RNA 或 DNA. WHE RNA 或 DNA, 也 不 降解 DNA- 
RNA 杂交 双 链 中 的 DNA 部 分 。 已 从 大 肠 杆菌 、Ustilago、 小 牛 胸腺 ,大 鼠 肝 脏 \ 鸡 胚 细 
胞 和 KB 细胞 等 原核 和 真 核 细胞 中 纯化 了 RNase Ho 酶 反应 需要 _K+ 和 Mg** 的 激活 。 
目前 商品 供应 的 RNase H 是 来 自 大 肠 杆 菌 。 在 分 子 克隆 实验 中 ， 大 肠 杆 菌 ,RNase H 
的 主要 用 途 是 与 大 肠 杆 菌 聚 合 酶 I 和 大 肠 杆 菌 DNA 连接 酶 一 起 参加 .cDNA 中 第 三 条 
DNA 互补 链 的 合成 。 它 是 OKayama-Berg cDNA 克隆 方法 中 的 关键 工具 酶 之 一 。 当 用 
AMV 逆转 录 酶 以 mRNA 为 模板 合成 第 一 条 cDNA 链 之 后 , 不 用 碱 处 理 去 除 mRNA, 
而 是 用 RNase H 大 肠 杆菌 DNA RAHI 和 大 肠 杆 菌 DNA 连接 酶 的 联合 作用 去 除 
mRNA， 以 及 合成 第 二 条 cDNA 链 。RNase H 的 部 分 降解 作用 使 mRNA 链 中 产生 缺 
H,RNA 片 假 就 象 网 崎 片段 一 样 , 作 为 大 肠 杆 菌 聚 合 酶 I 的 引物 , dNTP 为 原料 合成 
一 系列 DNA 片段 ,直至 mRNA 全 部 被 DNA 替代 。 然 后 这 一 系列 的 DNA HREXK 
肠 杆菌 连接 酶 的 作用 下 ,把 缺口 封闭 而 形成 第 三 条 cDNA 链 ( 见 图 3.28)。 
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图 3.28 RNaseH 参与 cDNA 第 二 条 链 的 合成 。 


RNase H 还 可 以 用 于 除去 mRNA OTH 3 me RAN BE GEAR CAT) 
或 多 聚 (dT) 和 mRNA 杂交 ,然后 加 RNase H, 它 专 一 地 降解 与 dT 聚合 物 杂 交 部 分 
的 多 聚 A 链 ,而 把 mRNA BMS AA 去除。 
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许多 生物 体 (包括 原核 生物 和 真 核 生 物 ) 细 胞 的 DNA 在 体内 会 被 甲 基 化 。 这 类 甲 基 
北 作 用 一 般 出 现在 胞 旷 啶 碱 基 的 第 5 位 或 者 腺 标 叭 的 评 位 置 。 真 核 细胞 中 DNA 的 甲 基 
化 作用 极为 复杂 ,其 中 有 一 种 现象 需要 指出 的 是 : KAMA DNA 对 Hpa 
Il (CCGG) 和 Sma I (CCCGGG) "这 一 类 在 识别 序列 中 含 CG 结构 的 限制 性 内 切 酶 有 
高 度 的 抗 阻 作 用 。 


一 、 原 核 细 胞 中 的 甲 基 化 酶 


微生物 中 存在 着 限制 修饰 体系 ,识别 特异 序列 的 甲 基 化 酶 起 着 修饰 自身 DNA 作用 ， 
使 之 不 被 自身 的 限制 性 内 切 酶 所 降解 。 一 般 说 来 ,对 于 一 种 特异 的 限制 性 内 切 酶 ,会 有 其 
相同 特异 性 的 甲 基 化 酶 存在 se 正如 在 限制 性 内 切 酶 一 章 中 提 到 的 ，I 型 限制 性 内 切 酶 的 酶 
蛋白 同时 具有 甲 基 化 酶 活性 ;而 I 型 限制 性 内 切 酶 不 具有 甲 基 化 酶 功能 ,其 甲 基 化 作用 由 
专门 的 酶 蛋白 一 一 甲 基 化 酶 来 完成 ,它们 可 从 微生物 中 单独 被 纯化 。 在 体外 , 当 有 甲 基 供 
FRAO S Be Fit Be (S-adenosylmethionine, 简写 为 SAM) 存 在 时 ,可 将 特异 识别 序列 
中 一 定位 置 止 的 胞 喀 啶 甲 基 化 ,生成 SFA SE 《〈《”C)，, 或 者 使 腺 厢 吟 甲 基 化 生成 NS 
FARR CA)o 例如 EcoRI 甲 基 化 酶 基 以 M "EcoRI RM) 就 是 与 限制 性 内 切 酶 
EcoRI 其 有 相同 识别 序列 特异 性 的 甲 基 化 酶 , 它 可 以 使 双 链 DNA 中 的 GAATTC 序列 中 
的 5 未 端 起 的 第 2 个 A CERES) EAD N' 甲 基 化 (图 3:29)o 甲 基 化 后 的 序列 〈GAATTC) 
就 能 抗 阻 EcoRI 的 降解 作用 。 M+ Haclll 就 是 识别 特异 性 相同 于 Hae Il 的 甲 基 
ACHS "CAE MH DNA AY GGCC 序列 中 的 G-C 的 C 甲 基 化 〈《GGCC)。 这 样 一 类 具 
有 特异 性 的 甲 基 化 酶 已 被 用 作 工 具 酶 应 用 于 基因 工程 技术 中 。 引 前 已 有 商品 供应 的 几 种 
co tite aelles 基 化 位 点 列 于 表 3.2 中 。 
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图 3.29 EcoRI 甲 基 化 酶 的 作用 。 
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表 3.2 LeSAHFECR 


名 称 识别 序列 与 甲 基 化 位 置 名 称 识别 序列 与 甲 基 化 位 置 
M - Alul AGCT M.- Hpall | CCGG 

M . Bambi GGATCC M - Hphl TCACC 

M - Clal 3 ATCGAT M - Mboll GAAGA 

M - EcoRI GAATTC M - Mspl CCGG 、 

M - Haelll GGcc My. Pstlos 六 CTGCAG 

M - Hhal GcGc M- Taal TCGA 


二 、 存 在 于 大 肠 杆 菌 K12 Hehe PAA 


大 肠 杆菌 K12 是 原核 细胞 分 子 克隆 体系 通常 采用 的 菌株 ， 有 必要 了 解 它 体内 的 甲 
基 化 作用 。 大 肠 杆菌 人 12 细胞 中 至 少 存在 三 种 不 同 的 甲 基 化 酶 。 它 们 是 dam Me. dem 
酶 和 .hsd fi. 

1. dam 酶 

大 多 数 大 肠 杆 菌 人 12 株 都 具有 dam 甲 基 化 酶 活性 。 它 使 DNA #4 5’-GATC-3’ 
序列 中 的 腺 味 叭 甲 基 化 ， 称 为 DNA fea A et Be CDNA adenine methylase， 简 称 
dam)o dam 和 其 他 细菌 中 甲 基 化 酶 不 同 , 它 在 大 肠 杆菌 K12 株 中 并 无 相应 识别 特异 性 
的 限制 性 内 切 酶 存在 。 有 人 认为 dam 酶 的 甲 基 化 作用 ， 可 能 在 碱 基 错 误 配 对 的 修复 
(mismatch repair) 时 ,与 链 的 选择 有 关 。 由 于 dam 的 甲 基 化 作用 ,从 K12 (dam*) & 
株 中 抽 提 出 来 的 DNA 将 不 会 被 Bcll Do 这 是 因为 Bcll 识别 序列 〈TGATCA) 中 
GATC 的 A 被 dam 酶 甲 基 化 ,产生 了 TGATCA 序列 ,Bcll 的 作用 受阻 BO 当 双 和 链 
DNA 中 有 TCGATC 序列 时 ,Taql 限制 性 内 切 酶 的 识别 序列 TCGA 和 dam 酶 的 特异 
序列 GATC MBS, dam 的 甲 基 化 产生 了 TCGATC， Mines TCGATC 序列 中 
Taq] 的 酶 切 序 列 。 同 样 ,在 ATCGATC 序列 中 由 于 dam 的 作用 ,形成 了 ATCGATC， 
使 识别 ATCGAT 的 Clal 酶 不 能 切割 第 5 位 上 甲 基 化 A 的 序列 。 当 某 些 限制 性 内 切 酶 
与 dam 的 识别 序列 重 倒 时 ,由 于 dam 的 作用 而 导致 该 位 点 上 的 识别 序列 抵抗 限制 性 内 
切 酶 切割 的 特性 ,可 在 基因 工程 中 用 来 人 为 地 封闭 某 种 限制 酶 的 切 点 。 dam MO ARSE 
化 并 作为 商品 提供 。 

2. dcm (ig 

dcm 是 指 DNA fame A E(t CDNA cytosine methylase, 简 称 dcm), 它 和 限制 
性 内 切 酶 EcoR 1 具有 相同 识别 特异 性 ,使 CC(A/T)GG. 序 列 上 的 第 2 位 C 甲 基 化 ,从 
而 阻止 了 EcoRI] 的 降解 作用 。 其 他 一 些 内 切 酶 像 BamHI (GGATCC), Ball (TGGC- 
CA)、KpnI(CGGTACC)、NarI (GGCGCC) 和 Stul (AGGCCT)， 当 其 后 的 序列 出 现 与 
dem 特异 性 的 重 登 序列 时 , 均 可 因 dem 的 甲 基 化 作用 ,使 相应 的 限制 酶 识别 序列 表现 为 
抵抗 限制 酶 的 切割 。 例如 序列 GGATCCAGG 或 GGATCCTGG, 4&4 BamHl 和 
dem 的 识别 序列 ,两 者 中 的 BamHI fr] dem 的 甲 基 化 作用 ,而 抵抗 BamHI 的 切 
割 。 
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3. hsd BR 

hsd 酶 是 K12 株 中 I 型 限制 修饰 体系 中 的 甲 基 化 酶 , 它 是 hsdM BAP, AIR 
别 序列 同 于 限制 性 内 切 酶 EcoK (I MM): 

5’-AACNNNNNNGTGC-3’ > 
. 3’-TTGNNNNNNCACG-5' 
当 Hpal 的 识别 序列 《〈GTTAAC) ME BSM,BIZE DNA 链 中 出 现 GTTAACNNNN- 
NNGTGC 序列 ,由 于 hsd 酶 的 作用 而 封闭 了 HpaI 对 GTTAAC 的 降解 。 

在 分 子 克 隆 中 所 用 的 一 些 宿主 细胞 是 大 肠 杆 菌 K12 的 突变 株 ， 它 们 带 有 dam* 或 
dcmt+ 基 因 型 ,因此 , 当 重 组 的 质粒 DNA Skink DNA 转 入 这 类 基因 型 的 菌株 中 进行 
复制 后 ,从 中 抽 提 的 DNA, 在 其 相应 的 序列 上 会 被 一 定 程度 的 甲 基 化 ,继而 影响 某 些 限制 
性 内 切 酶 的 活性 。 现 在 已 有 dam 或 dem 的 K12 突变 株 ,使 用 这 样 的 突变 株 作 宿 主 菌 ， 
可 防止 上 述 甲 基 化 现象 的 发 生 。hsd 的 影响 极 少见 到 ,因为 用 于 分 子 克 隆 中 的 人 12 宿主 
raise hsd 的 菌株 。 


三 、 甲 基 化 酶 的 用 法 


. 表 3.2 列 出 了 已 有 商品 出 售 的 十 几 种 甲 基 化 酶 制剂 ， 它们 大 都 是 从 产生 相应 限制 性 
一 内 切 酶 的 菌株 中 分 离 得 到 的 ， 只 有 少数 酶 制剂 来 自 基因 工程 的 高 表达 菌株 。 在 试管 内 进 
行 DNA 甲 基 化 的 反应 体系 通常 为 : 

50 mmol/L Tris-HCl (pH7.5) 

10mmol/L EDTA + Na, 

5mmol/L 2-### CE 

80umol/L SAM (S BRE REA Hi AM) 

je DNAo 
反应 过 程 不 需要 镁 离子 。 有 些 甲 基 化 酶 需要 有 中 性 盐 (NaCl) 的 存在 ,例如 M。. Mspl Ay 
反应 需要 100mmol/L 的 NaClo 

最 常用 的 EcoRI 甲 基 化 酶 (M = EcoRI) 的 反应 条 件 为 100mmol/L Tris-HCl (pH 
8.0), 10mmol/L EDTA. Na 、1.1pmol/L SAM (贮存 于 0.01NH,SO, 中 )、400ug/ml 
的 BSA。 底 物 DNA 7REE% 100ug/ml, 37°C 保温 20 一 30 DSRNA. Ri ABER 
止 , 用 乙醇 帝 淀 回收 被 甲 基 化 的 DNA。 

甲 基 化 酶 的 酶 单位 定义 ， 不 同 厂家 出 品 的 制剂 有 所 不 同 。 例如 美国 NEB (New 
England Biolabs) 公司 产品 的 酶 单位 定义 为 : 在 体积 为 10ul 的 特定 反应 条 件 下 ，37sC 
fe im 1 7), lug MDNA 或 $X174 RFI DNA 得 到 保护 不 受 相 应 的 限制 酶 作用 所 需 
用 的 酶 量 为 1 个 酶 单位 。 

一 般 实 验 室 所 用 的 甲 基 化 酶 都 来 自 商 品 ， 反 应 条 件 和 酶 单位 定义 可 参照 酶 制剂 的 技 
AR AB ce HEAR Bho 
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、 甲 基 化 酶 的 实际 应 用 


(一 ) 配合 连接 子 的 使 用 , 阻 断 DNA 片段 中 限制 酶 位 点 


在 分 子 克隆 实验 中 ,为 了 重组 的 需要 ?往往 在 DNA 片段 未 端 要 加 连接 子 ,以 提供 合 
适 的 粘 末端 。 在 加 连接 子 和 进行 限制 酶 酶 切 反 应 前 ， 首 先 要 把 DNA 片段 内 部 区 能 存在 
的 相应 限制 酶 的 识别 序列 甲 基 化 ， 以 防止 加 上 连接 子 后 进行 限制 性 内 切 酶 切割 时 ) 会 把 
DNA 片段 打 断 。 其 简单 过 程 示 于 图 3.29。 所 以 在 DNA 片段 加 连接 子 建新 末端 结构 的 
过 程 中 ,往往 都 需要 甲 基 化 酶 的 参与 。 t+ mol 


(=) 构建 新 的 酶 切 识别 序列 


Dpnl 是 唯一 能 识别 GATC 的 限制 性 内 切 酶 ,其 A 为 NFER, 当 双 链 
DNA 分 子 中 二 条 链 上 的 GATC 序列 的 A 被 甲 基 化 后 ，Dpnl 才 可 以 降解 甲 基 化 的 
GATC。M . Taql, 使 其 识别 序列 TCGA 中 的 A 甲 基 化 ,产生 TCGA。 如 果 在 DNA 链 
存在 序列 TCGATCGA, 即 二 个 Taq] 酶 识别 序列 紧 挨 一 起 , 当 用 M Taql 甲 基 化 ， 上 
述 序列 就 成 为 TCGATCGA, 其 中 正好 产生 一 个 DpnI 酶 的 识别 序列 GATCo Alt, 4 
采用 先 M+ Taql 甲 基 化 再 Dpnl 酶 切 时 ,可 将 DNA HAY TCGATCGA 切 开 s。 这 就 
Jeti, M+ Taql 和 Dpnl 结合 可 构建 出 新 的 酶 切 特 异性 序列 〈TCGATCGA)aiiMcCle- 
Hand 等 人 于 1984 年 报道 了 上 述 试 验 的 成 功 。 他 们 还 提出 了 M … Clal 和 Dpnl 的 结合 
可 以 切 开 ATCGATCGAT。 即 首先 在 M.Clal 的 作用 下 变 成 ATCGATCGAT (4847 
Dpnl 作用 所 需 的 序列 GATC),Dpnl 再 将 上 述 十 核 昔 酸 序列 切 开 。 

除了 上 述 介绍 的 某 些 甲 基 化 酶 与 Dpnl 搭配 的 联合 作用 可 构建 八 至 十 核 苷 酸 的 高 特 
异性 识别 序列 外 ， 甲 基 化 酶 与 其 他 限制 性 内 场 酶 配合 也 可 以 提供 新 的 酶 切 识别 序列 。 尽 
如 Banll 酶 识别 GPuGCPyC， 这 表示 图 3.30 中 (1) 至 (4) 四 种 序列 均 可 被 切 开 。 个 过 其 
中 (417 04) 二 种 为 互补 序列 ,应 视 为 相同 识别 序列 当先 用 M. Hae Ill 甲 基 化 (GGCC)， 


GPuGCPyC (Banll 识别 序列 ) 
M - HaeIII ( (1) GAGCCC 


+ 
M - Alul (2) GAGCTC M-Haelll 
GGGCT {Cc < 一 一 一 一 一 ———> CAGCT JC 
Banll (3) GGGCCC BanII 
(4) GGGCTC 
Ba 
GPuGCPyJC 


图 3.30 甲 基 化 酶 和 Banll 联合 作用 。 
M . Haelll 使 GGCC-+GGCC, M- Alul % AGCT->AGCT, 
Ban II 识别 序列 可 分 为 (1) 至 (4) 四 种 ?其 中 (12 和 (4) 为 互补 序列 ,应 视 为 相同 的 识别 序列 : 


eae eC CHAE) 
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使 序列 3) 抵抗 Banll 的 作用 ,再 用 Banll 切割 ,识别 序列 就 为 CPuGCTC, 若 采用 M- 
Haelll, M+ Alul (AGCT) 和 Ban I] 的 联合 作用 ,识别 序列 就 只 有 GGGCTC。 这 意味 
着 构建 了 新 的 识别 特异 性 。 表 3.3 介绍 了 数 种 甲 基 化 酶 和 限制 性 内 切 酶 的 联合 作用 所 提 
供 的 新 的 识别 位 点 。 


表 3.3， 甲 基 化 酶 和 限制 酶 的 联合 作用 构建 新 的 识别 特异 性 


限 制 BS 甲 基 化 ® 识别 特异 性 * 
AccI[GT(AC)(GT)AC] M. Taql[TCGmA] GT(AC)TAC 
Ahball[GPuCGPyC] M. Hhal[GmCGC] GPuCGTC 
Aval[CPyCGPuG] M. Taql[TCGmA] , CPyCGGG 
Aval[CPyCGPuG] M. HpalIl[CmCGG] = CPyCGAG 
Aval[CPyCGPuG] M. Hpall[ CmCGG]+ ~™ 

M. Taqi[TCGmA] ; CCCGAG 
BanlI[GPuGCPyC] M. Alul[AGmCT] A GPuGCCC 
Banll[GPuGCPyC] M. HaellI[GGmCC] GPuGCTC 
BanlI[GPuGCPyC] M. Haelll[GGmCC] + 

M. Alul[AGmCT] GGGCTC 
Bsp1286[ G(AGT)GC(ACT)C] M. Alul[ AGmCT ] G(GT)GC(ACT)C 
Bsp1286[G(AGT)GC(ACT)C] M. Haelll[GGmCC] G(AGT)GC(AT)C 
Bsp1286[G(AGT)GC(ACT)C] M Haelll[GGmCC] + 

" M. Alul[AGmCT] G(GT)GC(AT)C 

HgiAI[G(AT)GC(AT)C] M. AluifAGmCT] G(AT)GCAC 
Hincll[GTPyPuAC] M. Taql[TCGmA] GTPyAAC 
Sau961[GGNCC ] M. Haelll[GGmCC] GeAce > = 8 
SerFI[CCNGG] M. Hpall[CmCGG] | “CCAGG 


* 用 M- Taql 修饰 DNA 之 后 ,再 用 ACCI MEW MMAR A GTCA/C) (G/T)AC &% GT(A/C) 
TAC。 其 他 酶 依次 类 推 。 


《三 ) 封闭 DNA 链 中 某 些 识别 位 点 


当 DNA 链 的 序列 中 有 两 种 酶 的 识别 序列 出 现 重 倒 时 , 用 其 中 某 一 甲 基 化 酶 使 相应 
的 序列 甲 基 化 ,可 抵抗 重 释 序列 中 被 另 一 限制 酶 的 切割 。 图 3.31 中 显示 的 一 段 DNA 片 
段 , 它 包含 有 二 个 BamHl 的 识别 序列 ,其 中 一 个 与 Mspl 序列 (CCGG) HBB 4K 
段 直接 用 BamHl 降解 时 可 产生 三 个 片 眉 ; 若 片段 先 经 Msp] 甲 基 化 酶 (M. MspI) 作 用 ， 
导致 重 登 的 BamHI 序列 中 的 一 条 链 被 甲 基 化 ,再 用 BamHI 切割 时 , 甲 基 化 的 BamHI 识 
别 序列 就 不 再 被 酶 切割 。 就 是 说 由 于 Mspl 甲 基 化 酶 的 作用 ,使 CCGGATCC 序列 中 的 
BamHI 位 点 消失 。Christ 和 Nelson (1984) 称 上 述 作 用 为 交叉 保护 作用 (cross-prote- 
ction)o F 

表 3.4 中 列举 了 二 十 多 种 序列 ， 借 甲 基 化 酶 作用 可 导致 抵抗 限制 酶 的 切割 。 在 封闭 
某 些 限制 酶 酶 切 位 点 的 实验 时 ,都 要 先进 行 甲 基 化 酶 反应 ， 然 后 再 用 限制 性 内 切 酶 降解 。 
上 面 介绍 的 三 方面 应 用 都 表明 了 甲 基 化 酶 在 分 子 克隆 技术 中 的 实用 价值 。 可 以 预见 甲 基 
化 酶 的 使 用 在 今后 会 渐渐 广泛 起 来 。 
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PR 制 酶 A 基 化 B® 被 封闭 的 序列 * 
Ahall[ GPuCGPyC] M. Hpall[CmCGG] CCGGCGPyC 
Alul[ AGCT | M. PstI[CTGCmAG] AGCTGCAG 
Avall[GG(AT)CC] M. Hpall[CmCGG] CCGG(AT)CC 
BamHI[GGATCC] M. Mspl[mCCGG] CCGGATCC 
BglI[ GCCN5GGC] M. Haelll[GGmCC] GGCCNS5GGC 
BstXI[ CCAN6TGG ] M. Haelll[GGmCC] GGCCAN6TGG 
Clal[ ATCGAT ] dam[GmATC] GATCGAT 
Ddel[ CTNAG] M. AlulLAGmnCT ]} AGCTNAG 
EcoRV[GATATC] M. Taql[TCGmA] TCGATATC 
FnaDII[CGCG] M. Hhal[GmCGC} GCGCG 
Hinfl! GANTC] M. Hphi[TmCACC} GANTCACC 
Hinfl[GANTC] M. Taql[TCGmaA] TCGANTC 
Hphl[ GGTGA] dam[GmATC}] GGTGATC 
Mbol[ GATC] M. Clal[ATCGmAT] ATCGATC 
Mbol[ GATC] M. Taql{[ TCGmA] TCGATC 
Mboll[GAAGA] dam[GmATC] GAAGATC 

» Mspi[ CCGG M. BamHIf GGATmCC]} CCGGATCC 
MspI[ CCGG] M. Haelli[GGmCC]} GGCCGG 
Nael[GCCGGC] M. Haelli[GGmCCc] Séccécc 
Neol[ CCATGG] M. Haelll[GGmCC] GGCCATGG 
Nhel[GCTAGC] M. Alulf AGmCT] AGCTAGC 
Nrul[ TCGCGA] dam[GmATC] GAICGCGA 
PstI[ CTGCAG] M. Alul[AGmCT ] AGCTGCAG 
Sacll[ CCGCGG] M. Haelll[GGmCC] GGCCGCGG 
Sau3AI[GATC] M. Hphi[TmCACC] GATCACC 
Taql[ TCGA] M Clal[ATCGmAT] ATCGAT 
Taql[TCGA] dam{GmATC| GATCGA 
Xbal[TCTAGA] dam[GmATC | GATCTAGA 
Xmal[GAAN4TTC] M. Taql[TCGmA] TCGAAN{TTC 


Trauma 


a DNA & M. Hpall 修饰 之 后 ,虽然 CCGGCGPYyC 序列 中 重 倒 有 Ahall 识别 序列 ,但 不 能 再 被 Ahall 切 


[1] 
[2] 
[3] 
[4] 
[5] 
[6] 


[7] 


割 。 表 中 所 列 其 他 序列 均 以 此 类 推 。 
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第 四 章 ， 分子 克 隆 技术 (一 ) 
| 一 一 基因 与 载体 的 剪 切 及 重组 


ARR S # Fy fl 
Bi ”重组 技术 概述 


分 子 克隆 基本 技术 包括 四 个 方面 ， 基因 与 载体 的 剪 切 ; 剪 切 的 基因 与 载体 的 重组 ; 重 
组 载体 的 转化 ;对 经 过 转化 生长 出 来 的 菌株 进行 筛选 。 本 章 主要 讨论 前 两 个 方面 ,后 两 个 
方面 在 下 一 章 介绍 。 基 因 和 与 载体 的 剪 切 和 重组 是 分 子 克隆 的 核心 , 称 为 DNA 的 体外 重组 
技术 。 即 DNA 体外 重组 技术 包括 DNA 分 子 的 剪 切 和 DNA FRE HAN 
剪 切 获得 所 需要 的 目的 基因 片段 ,再 和 适当 的 已 剪 切 的 载体 片段 连接 ,才能 形成 一 个 能 够 
在 相应 的 宿主 细胞 内 自主 复制 的 重组 载体 。 由 于 基因 和 载体 都 是 DNA， 故 又 称 DNA 
重组 技术 。 

DNA 体外 重组 技术 能 够 建立 起 来 ,是 因为 发 现 了 一 系列 不 同 的 限制 性 内 切 酶 和 
DNA 连接 酶 。 限 制 性 内 切 酶 主要 来 自 微 生物 体内 ,可 识别 DNA 序列 中 某 些 特定 的 短 授 
文 序列 (一 般 为 四 至 六 个 核 彰 酸 ); 并 在 识别 部 位 催化 DNA 链 的 水 解 ,形成 带 有 粘 未 端 (3， 
突出 或 -5 突出) 或 平 未 端的 DNA HR. EOF RE, 应 用 同一 个 限制 性 内 切 酶 勇 切 
基因 或 载体 分 子 * 可 获得 相同 粘 末端 的 DNA 片段 ,连接 方便 。 例 如 最 早 用 于 分 子 克隆 的 
限制 性 内 切 酶 有 Hind Il, EcoR I, 现在 已 有 许多 种 限制 性 内 切 酶 可 供 选 用 。DNA 连 
接 酶 可 催化 带 有 同一 互补 粘 未 端 或 任 一 种 平 未 端的 DNA 片段 之 间 的 连接 。 各 种 基因 上 与 
载体 DNA 体外 重组 技术 的 关键 是 如 何 选用 合理 的 前 切 方 法 \ 以 及 选用 适当 的 剪 切 酶 ,前 
切 后 再 通过 适当 的 条 件 把 它们 连接 起 来 ， 获 得 理想 的 重组 载体 分 子 。 重组 技术 主要 包括 
前 切 出 特定 的 基因 片段 、 载 体 的 选择 和 剪 切 以 及 基因 片段 与 载体 的 重组 。 


一 、 剪 切 获取 特定 的 基因 片段 


这 是 指 未 分 子 克 隆 的 基因 而 言 。 要 从 一 个 分 子 量 很 大 的 DNA 分 子 中 (如 包括 生物 
的 各 种 染色 体 DNA) 分 离 得 到 某 一 特定 的 基因 片 假 ， 首先 需要 用 限制 性 内 切 酶 对 该 
DNA 分 子 进行 降解 ， 得 到 较 小 的 DNA 片段 。 在 含量 较 少 的 情况 下 要 通过 电泳 等 方法 
分 离 ， 观 察 究竟 有 多 少 片段 ,特定 的 基因 是 否 有 易 回 收 的 片段 。 象 病毒 的 DNA 就 可 用 
此 法 ,小 病毒 甚至 可 采用 完整 基因 组 的 全 部 克隆 。 细 菌 及 哺乳 动物 细胞 的 染色 体 很 大 ;而 
且 目 的 基因 又 多 , 则 常 采 用 基因 文库 的 方法 建立 〈 见 本 书 第 六 及 第 七 章 )。 在 获得 含有 特 
定 基因 的 DNA 片 眉 后 , 即 可 直接 分 离 回收 ,用 于 分 子 克 隆 。 再 次 分 子 克隆 时 ,基因 的 剪 
切 则 应 根据 剪 切 的 特点 进行 ,如 做 基因 表达 则 应 按 表 达 基 因 的 需要 进行 剪 切 。 
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二 、 载 体 的 选择 


载体 在 分 子 克隆 中 是 不 可 缺少 的 ， 目 的 基因 片段 只 有 与 载体 片段 共 价 连 接 形成 重组 
体 后 ,才能 进入 合适 的 宿主 细胞 内 进行 复制 和 扩 增 。 使 用 最 多 的 载体 是 质粒 ( 见 本 书 第 三 
章 )。 目前 在 分 子 克 隆 中 常用 的 质粒 载体 如 PBR322、PAT153 等 。 它们 都 具有 以 下 特 
点 ,在 宿主 细胞 内 能 自主 复制 ,可 容纳 较 大 量 的 外 源 DNA FR, 有 多 个 可 供 选 择 插 人 外 
源 DNA 片段 的 单一 限制 性 内 切 酶 位 点 ， 并 带 有 合适 的 遗传 学 标记 便于 筛选 等 。 此 外 ， 
特别 大 的 外 源 基因 应 选择 2 REAR THE DNA 类 的 载体 。 
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为 了 顺利 地 达到 分 子 克隆 的 目的 ,在 第 一 次 克隆 (初级 克隆 ) 时 ,载体 除了 需要 具备 上 
述 条 件 外 ,最 好 能 用 剪 切 基因 时 所 用 的 限制 性 内 切 酶 剪 切 ,并 使 过 到 重组 后 插 人 灭 活 等 容 
易 识 别 的 条 件 。 对 载体 进行 剪 切 的 目的 ， 是 使 其 能 够 同 特定 的 目的 基因 片 疏 连 接 形成 重 
组 体 ， 改 在 进行 剪 切 时 要 尽量 使 产生 的 载体 片段 末端 能 与 目的 基因 片 眉 的 未 端 互补 。 为 
了 钥 选 方便 插入 灭 活 等 要 注意 利用 位 于 特殊 基因 标记 内 的 限制 性 内 切 酶 位 点 。 

经 过 初级 分 子 克 隆 后 ,再 次 剪 切 克隆 以 达到 其 他 目的 时 ,应 按 再 次 分 子 克 隆 的 目的 来 
前 切 载体 。 


四 、 基 因 与 载体 的 重组 


带 有 互补 粘 末 端的 基因 与 载体 片段 之 间 , 以 及 带 有 平 末端 的 DNA FEZ, aay 
以 用 T4 DNA 连接 酶 催化 进行 共 价 连接 ,形成 重组 载体 分 子 。 一 般 说 来 ,连接 时 目的 基 
因 片 段 的 量 与 载体 片段 的 量 之 间 的 比例 较为 重要 。 在 某 些 情况 下 , 用 载体 末端 脱 磷酸 的 方 
法 防止 载体 分 子 的 自身 连接 也 很 重要 ,但 这 不 是 所 有 分 子 克隆 中 都 要 采用 的 。 

有 关 载 体 与 各 种 剪 切 ` 连 接 中 所 用 的 酶 前 面 都 有 介绍 ， 本 章 重 点 叙述 应 用 分 子 亮 隆 时 
所 采用 的 各 种 剪 切 条 件 ,连接 条 件 及 应 注意 的 事项 。 
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一 、 基 因 剪 切 的 特点 


在 剪 切 基因 时 ,由 于 不 同 的 基因 或 DNA 具有 不 同 的 组 成 和 结构 ， 含 有 的 限制 性 内 
场 酶 切 点 不 同 , 以 及 分 子 克 隆 的 目的 不 同 ,形成 了 不 同 的 剪 切 特点 。 

所 谓 剪 切 特点 主要 是 指 一 种 基因 或 DNA 曾 用 某 些 限制 性 内 切 酶 剪 切 过 并 确定 :了 
酶 切 图 谱 ( 物 理 图 谱 )。 这 种 基因 或 DNA 经 过 剪 切 后 很 容易 在 电泳 分 离 的 区 带 上 分 辩 
出 所 需要 的 各 片段 部 位 。 

酶 谱 分 析 中 应 用 的 剪 切 方法 见 上 册 第 三 部 分 的 物理 图 谱 分 析 。 分 子 克隆 中 的 剪 切 方 
法 大 致 可 分 为 以 下 几 种 : 
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1. 应 用 限制 性 内 切 酶 水 解 基因 与 载体 ,使 其 形成 粘 末端 

2. 有 目的 地 形成 带 有 平 末端 的 基因 

《1) 应 用 限制 性 内 切 酶 剪 切 产生 平 末端 。 

(2) .从 粘性 未 端 改造 成 平 末端 。 包 括 补 齐 法 和 削 平 法 。 

(3) 应 用 外 切 酶 I 与 核酸 酶 S1 剪 切 出 长 短 不 同 的 平 末端 片段 。 

(4) 应 用 核酸 酶 Bal 31 处 理 基 因 以 造成 长 短 不 同 的 平 末端 。 

| 3. 从 平 末端 改造 成 粘 末 端 

C1) 加 连接 子 或 接头 。 

(2) 加 尾 法 一 一 在 基因 与 载体 前 切 后 加 互补 的 核 背 酸 尾 ， 形 成 粘 未 端 关 系 。 有 关 以 
上 和 剪 切 特点 将 分 别 叙述 如 下 。 


二 、 应 用 限制 性 内 切 酶 水 解 基因 与 载体 形成 粘 末端 


由 限制 性 内 切 酶 水 解 产生 的 粘 末端 有 两 种 , 即 5 突出 末端 和 3 突出 末端 。 两 者 中 以 
5 突出 者 最 为 实用 。 特 别 是 在 初级 分 子 克 隆 中 ,从 一 个 未 知 酶 切 图 谱 的 DNA 中 , 剪 切 成 
片 眉 进行 克隆 时 ,往往 选用 能 产生 5 突出 未 端的 限制 性 内 切 酶 , 因为 这 种 末端 最 易 连 接 ， 
不 致 因 连 接 不 好 而 丢失 应 分 子 克 隆 的 任 一 片段 。 这 类 酶 中 最 常用 的 为 识别 6 个 核 背 酸 的 
酶 ,如 EcoRI, BamHI 等 。 有 关 这 些 酶 的 基本 知识 已 在 本 书 上 册 中 详细 介绍 。 为 了 达到 
容易 分 子 克隆 的 目的 ,近年 来 人 们 应 用 的 初级 克隆 载体 上 ,往往 都 注 明 有 关 单 一 酶 切 点 的 
部 位 ,一 些 具 有 多 酶 连接 子 的 载体 ,也 都 有 一 些 适用 的 酶 切 位 点 , 其 中 大 部 分 为 形成 5 突 
出 末端 所 用 的 酶 。 至 于 形成 3 突出 末端 的 酶 如 PstI 等 也 可 利用 ,特别 是 当 没有 形成 5 突 
出 未 端的 酶 在 剪 切 时 可 被 利用 ， 常 用 Pstl MSE. PstI 酶 还 有 一 个 优点 ， 即 在 载体 
pBR322 质 袜 上 ， 它 恰好 位 于 Ap 基因 的 一 个 适合 位 点 ， 在 此 酶 切 点 处 连接 的 外 源 基 因 
不 仅 能 达到 分 子 克 隆 的 目的 ,还 常 有 表达 的 可 能 。 


(—) 应 用 的 范围 


1. 在 初级 分 子 克 隆 中 的 应 用 

初级 分 子 克隆 是 指 生物 体 中 一 个 基因 或 基因 组 的 第 一 次 克隆 。 首 次 剪 切 重组 ， 一 般 
尽量 获得 完全 的 基因 组 。 象 病毒 类 生物 ，DNA 一 般 都 只 有 10°—-10' 水 平 的 核 苑 酸 对 ， 
这 样 长 度 的 DNA 有 些 可 以 切割 成 几 段 分 别 进行 分 子 克 隆 ; 有 些 甚 至 不 切割 成 片段 ,而 采 
用 全 基因 组 的 分 子 克隆 。 如 果 是 环形 DNA， 只 要 找到 一 个 合适 的 单一 酶 切 点 即 可 。 如 果 
是 线形 的 DNA 则 需要 把 DNA 的 两 个 末端 处 理 ,使 它们 也 具有 可 连接 用 的 末端 至 于 比 
较 大 的 细菌 类 基因 组 一 般 有 10 水 平 的 核 背 酸 对 ， 要 直接 用 限制 性 内 切 酶 剪 切 后 做 简单 
的 分 子 克 隆 比 较 困 难 , 因为 剪 切 出 来 的 片段 太 多 ,至 少 会 有 上 王 个 不 同 片段 。 为 了 保证 得 
到 的 全 部 基因 组 的 DNA 都 进行 分 子 克隆 , 必须 制作 基因 文库 。 基 因 文 库 是 简单 分 子 克 
隆 的 发 展 ， 也 同样 需要 剪 切 、 重 组 、 转 化 和 筛选 四 个 步骤 。 如 何 保 证 基因 文库 中 有 全 部 基 
因 , 这 是 个 复杂 的 问题 ,将 在 第 六 章 专题 讨论 。 

病毒 DNA 比较 容易 纯化 ,也 易 得 到 一 定数 量 的 纯 DNA. BF RNA 病毒 , 则 还 需 
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逆转 录 成 为 cDNA ， 有 关内 容 将 在 第 七 章 讨 论 。 

初级 分 子 克 隆 是 在 未 知 基因 的 DNA 序列 及 酶 切 图 谱 的 情况 下 进行 的 , 是 否 能 在 剪 
切中 获得 全 部 DNA KF, MARBLE DNA 丢失 ， 应 先 作 电 泳 分 析 。 如 果 只 想 把 
剪 切 的 某 一 片 妇 分 子 克 隆 , 则 可 在 进行 电泳 后 回收 个 别 片 外 。 回 收 的 方法 曾 在 上 册 " DNA 
电泳 一 章 中 叙述 。 其 中 以 透析 袋 回收 疾 较 好 ， 这 样 回收 的 片 豚 在 前 切 时 不 受 混 杂 物 的 影 
啊 。 

2. 在 次 级 克隆 中 的 应 用 

次 级 分 子 克 隆 是 指 已 经 初级 分 子 克隆 的 基因 片段 ,经 过 剪 切 等 处 理 , 再 次 作 新 的 分 子 
克隆 5 分 子 克隆 的 操作 主要 可 达到 两 余 具 的 ,一 是 基因 的 纯化 ,二 是 基因 的 扩 增 。 在 初级 
分 子 克隆 时 ,所 用 的 基因 或 基因 组 有 时 是 不 够 纯 的 ,但 经 分 子 克 隆 后 ， 利 用 了 载体 的 不 相 
容 性 和 细菌 的 无 性 繁殖 ,任何 一 种 重组 载体 都 得 到 纯化 。 只 要 再 从 重组 载体 上 将 基因 剪 切 
下 来 , 则 都 是 纯化 后 的 目的 基因 。 如 果 大 量 培养 这 些 带 有 重组 载体 的 菌株 ,还 可 利用 菌 体 
的 扩 增 和 重组 载体 的 扩 增 达到 目的 基因 量 的 扩 增 。 所 以 经 过 初级 克隆 后 7 再 次 克隆 时 都 是 
有 其 他 目的 的 克隆 ,如 果 原 克隆 的 基因 片段 过 大 , 则 可 以 剪 切 去 除 一 些 不 需要 的 部 分 ， 如 
利用 这 些 基因 做 基因 表达 基因 结 构 分 析 等 ;也 必须 对 这 些 基因 进行 再 次 剪 切 8 

次 级 克隆 的 剪 切 与 初级 克隆 不 同 ,从 DNA 量 上 看 , 比 初级 克隆 前 要 多 。 初 级 克隆 后 ; 
往往 已 进行 了 所 重组 基因 的 酶 谱 分 析 , 甚 至 核 背 酸 序 列 的 分 析 , 所 以 对 可 能 利用 的 酶 以 及 
切 点 位 置 已 清楚 , 故 酶 解 比较 容易 ,特别 是 当 有 适合 的 限制 性 内 切 酶 可 以 应 用 时 寺 最 为 方 
便 。 其 他 前 切 方法 ,将 在 后 面 叙述 。 

3. 限 制 性 内 切 酶 应 用 的 范围 与 根据 

已 知 的 限制 性 内 切 酶 有 上 百 种 ， 在 分 子 克隆 中 究竟 如 何 选择 利用 ? 最 简单 的 办 法 是 
先 选择 载体 ,看 所 用 的 载体 上 有 哪些 最 适用 的 单 关 酶 切 点 。 如 质粒 pBR322 上 的 BamHI 
切 点 ,在 此 切 点 处 前 切 后 ， 很 容易 插 人 目的 基因 【详细 介绍 见 本 书 第 二 章 )， 这 样 就 在 
可 能 的 条 件 下 运用 此 酶 来 水 解 欲 做 分 子 克隆 的 目的 基因 。 应 注意 不 要 选择 有 多 个 荫 切 点 
的 酶 ， 否 则 在 剪 切 基因 时 会 出 现 过 多 的 片段 ， 在 处 理 载体 时 也 常 不 适用 。 不 少 载体 经 过 
改造 ， 在 分 子 上 带 有 多 个 单一 酶 切 点 的 连接 子 ， 这 就 更 方便 选择 。 在 前 切 基因 时 前 切 出 
RO RRA 2 一 3kb， 因 为 过 大 的 分 子 会 造成 分 子 克隆 困难 。 然 而 ，10kb 以 下 的 
DNA 一 次 初级 克隆 成 功 也 完全 是 可 能 的 ,特别 是 一 些 环形 质 粒 经 过 单一 酶 切 点 剪 切 形成 
线形 ,与 载体 重组 ;这 样 的 例子 是 很 多 的 。 只 要 遵循 这 一 原则 , 即 选择 单一 苦 切 点 $ 椒 论 初 
级 克隆 还 是 次 级 克隆 都 容易 成 功 。 ORR A $ 

对 于 分 子 较 夫 的 基因 组 3 经 前 切 后 出 现 九 个 片段 ,aa 可 间 时 进行 分 子 克 隆 ， 用 筛选 法 找 
出 全部 片 眉 ; 芬 别 分 析 ; 重 新 组 织 绘 出 基因 组 的 酶 切 图 谱 。 


(=) 剪 切 时 应 注意 的 几 个 问题 


分 子 克 隆 时 ;前 切 基因 所 用 的 酶 解 条 件 与 一 般 酶 解 条 件 稍 有 不 同 。 这 些 不 同 是 因为 
酶 解 后 还 有 分 离 、. 连 接 和 鉴定 等 步骤 。 

1. DNA MRE 

iit Re ER DNA 片段 通常 都 较 小 ; 剪 切 是 否 完全 或 正确 ， 有 时 还 需要 进行 电 
泳 鉴定 , 因此 需 增 加 DNA .的 用 量 。 一 般 是 增加 DNA MRE, 以免 反 应 体积 过 大 。 如 
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果 必 须 经 过 鉴定 , 甚至 还 需 从 忠 泳 后 的 区 带 处 回收 斗 定 的 片 攻 中 BW DNA By 
10—S0ug, KEK) DNA 是 为 了 在 回收 DNA FRADE em, DNA 溶液 的 
浓度 可 根据 DNA 的 溶解 度 确定 ,一 般 在 bag /2p B lug) 4al, 

2. 酶 解 反应 体积 

限制 性 内 切 酶 是 保存 在 50 %: 的 甘 泪 中 ,为 了 减少 甘 酒 对 酶 活性 的 影响 ， 通常 需 用 单 
irik ch She AR RS RIK , 届 减 少 加 和 的 甘油 量 5 如 需 增 加 酶 液 用 量 时 ,为 了 不 致 因 
狐 头 甘油 过 多 而 影响 酶 解 泊 应 4 可 增加 反应 体积 * 有 时 可 增加 室 ， 100 一 mre ar: 

3. 反应 时 间 和 

由 于 用 酶 量 常 多 于 所 需 量 ,就 要 缩短 反应 时 间 ， 以 防 正 因 保 温 反 永 夺 间 过 长 而 发 生 
酶 液 中 混 有 的 杂 酶 对 2DNA 的 影响 ; 通常 保温 时 间 不 要 超过 震 小 时 | 

4, 鉴定 的 必要 性 | | 

ic uogumicasse weld onde NU NN 
Pe. 以 保证 剪 切 正确 与 完全 。 如 果 需 要 在 剪 切 后 分 离 出 某 一 片段 进行 分 子 克 隆 六 则 
专电 泳 鉴定 与 回收 同 财 进 答 为 好 。 :得 因为 回收 率 往 往 达 不 到 100 为 ) 故 DNA KES 
应 液 量 都 应 增加 ; 电 有 期 获得 足够 的 回收 量 J 因为 单位 体积 的 凝 胶 中 ;总 以 了 PNA BeK 
念 能 回收 完全 ， 有 关 电泳 中 DNA 的 回收 方法 ， prison 可 根据 不 同 实验 室 条 件 
cae )SVO0q Wie 
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(=) Sanne ater Aan. 1 -Ve 
由 | | 基因 或 袁 体 经 限制 性 内 切 酶 前 切 后 ， sepesay ieee eS AREER 
sis ph panapoai becca oaths 
ah LR Ait BRE A ABET EER Ao ee ie TE olf 

1. 剪 切 后 直接 进行 连接 站 .车 [EFF | 1H 

在 以 下 几 种 情况 中 ， A FORA DT RA, 直接 进行 
连接 反应 。 _ 

(1) 当 基 因 和 载体 用 同一 _- BRERA PSH, 或 用 不 同 的 限制 性 内 切 酶 前 切 ye 
的 未 端 相同 时 并 且 基 因 在 载体 上 的 插 人 位 置 正 好 是 载体 上 某 上 - 抗 药性 基因 记 处 的 置 ， 
这 时 可 遂 过 基因 的 因 人 使 抗 药性 基因 和 失 活 对 重组 子 进行 第 选 ， 而 不 必 回收 某 一 欲 克 隆 的 
片段 。 

(2) fA ALA) SEEN ASSIA RGN Rr, UALR UUM 
平 , 剪 切 后 一 般 不 经 过 回收 而 直接 进行 连接 。 

下 面 举 一 实例 。, 由 去 型 肝炎 病毒 (HBV) DNA re Tee HBV 基因 
的 DNA， 其 量 非常 少 ,全 部 DNA 只 有 40ng, HBV-DNA 2—THB. WHA 
Om DNA, 4 32kb, 已 知 在 HBV-DNA 上 有 BamHI 的 单一 切 点 , 在 进行 HBV 的 
初级 分 巴克 隆 时 ,选择 的 载体 是 质粒 pPAT153。 它 是 载体 pBR322 的 衍生 物 ， 也 是 一 环 
形 DNA， 约 3.6kb， 并 有 -Ap- 和 -区 c 抗 性 标记 ， 在 Te itt (Tc') MLA BamHI 单 
一 酶 切 点 。 因 此 将 HBV-DNA 和 pAT153 分 别 用 BamHI WO RRB, AREER, 
挑选 Ap 抗 性 Te 敏感 的 重组 子 , 即 可 得 到 有 HBV-DNA 播 大 的 重组 质粒 DHBV-NC1l。 
由 于 HBV-DNA 量 少 , 为 了 使 连接 反应 中 总 DNA 量 达 到 要 求 卢 PAT153 FA HOH! 0.42, 
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而 不 能 按 一 般 连 接 反应 中 基因 与 载体 的 比例 。 反 应 物 用 量 如 下 : 
pAT153-DNA (线性 ) 0.442 


HBV-DNA (线性 7 40n3 
HE He ZR PH X 10 2ul 
T4 DNA 43285 1zl 
加 HiO 至 20 ul 


反应 液 在 16°C 保温 3 小 时 后 在 4sc 继续 反应 过 夜 。 KhERMEPRHROLARS 
三 节 。 整 个 剪 切 ,连接 过 程 见 图 4.1。 

2. 剪 切 后 的 回收 

基因 或 载体 经 过 限制 性 内 切 酶 第 一 次 剪 切 后 ， 有 些 情 况 下 需要 进行 回收 以 得 到 单纯 
的 某 片段 ,一 般 是 回收 剪 切 后 的 基因 片段 。 

(1) 基因 和 载体 前 切 后 得 到 不 同 的 未 端 ? 可 通过 电泳 回收 基因 或 载体 中 的 某 一 片段 ， 
再 对 其 末端 进行 改造 。 

(2) 基因 经 限制 性 内 切 酶 剪 切 后 ,产生 若干 片 侦 ， 其 末端 与 载体 的 未 端 可 以 互相 连 
is 但 欲 克 降 的 基因 片段 在 插 人 载体 后 没有 明显 的 筛选 标记 ， 在 这 种 情况 下 ,通常 要 经 过 
电泳 分 离 ; 回 收 其 中 欲 克 隆 的 片段 。 

图 4.2 是 一 个 基因 经 剪 切 、 回 收 再 进行 连接 的 实例 。 载 体质 粒 PCQV2( 约 寺 0KEb) 于 
只 有 一 个 Ap 抗 性 基因 ,对 于 外 源 基 因 的 插入 没有 明显 标记 。 欲 克隆 的 基因 是 乙肝 病毒 
克隆 pHBV-NC1 上 的 一 部 分 , 即 约 400bp 的 核心 抗原 (cAg) 基因 。PHBV-NC1 质粒 
用 Bell] 剪 切 后 产生 两 个 片段 ;: 6.4kb 和 0.4kb。cAg 基因 位 于 0.4kb ROA BEE, Flea 
泳 回 收 此 片段 后 再 进行 连接 。pCQV2 用 BamHI 剪 切 成 线形 分 子 后 ,其 未 端 和 Bell 产 
生 的 末端 可 以 互补 。 所 以 将 回收 的 ,0:4kb 片段 (Bgl1II 未 端 ) 与 前 切 后 的 CQV2 (Ba- 
mHI 末端 ) 进 行 连接 ,得 到 的 重组 子 一 般 可 以 不 经 过 筛选 ,而 认为 是 纯 片 段 克 隆 。 


3.2k 6.8kb 5, Okb BamH 1 
| Bglll\ cH 
BamHI ae 


BamHI 


BglII 


BglII 
KKB + Bani 
“(=400bp) Br BglII 
回收 
EV BanH tT SAY I 


连接 ， 转 化 


图 4.1， 乙 肝病 毒 DNA 的 分 子 克隆 。 图 4.2 cAg 基因 的 分 子 克隆 。 
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3. 剪 切 重 组 改造 载体 
在 本 书 第 三 章 介绍 过 质粒 载体 pBR322, eet eet 其 复制 起 点 部 
分 是 属于 ColE1; 多 找 风 质粒 5 _ColE1 在 大 肠 杆 菌 中 每 个 细胞 约 有 20 个 拷贝 。 从 ColE1 
衍生 出 来 的 质粒 虽然 都 属于 松弛 型 但 在 大 肠 杆 菌 中 的 拷贝 数 却 并 不 完全 相同 。 这 是 因 
为 控制 ;ColEI 质粒 复制 需要 一 种 属于 质粒 的 特异 蛋白 ,在 缺失 这 一 基因 的 非 主要 区 时 ， 
可 以 提高 该 质粒 的 拷贝 数 。 这 种 质粒 仍然 很 稳定 y 如 恢复 原 有 结构 仍 可 恢复 原 有 质粒 的 
Hey pATISS 就 属于 这 一 类 造成 缺失 的 质粒 5 
pAT153 质粒 只 4 有. 3.6Kkb 大 小 ， 它 是 由 pBR322 二 陈 赤 了 蕊 让 HaelIl-B FEB (#4 
0:62kb) ,重新 复 环 而 成 。pBR322 LA 114 Haell 的 酶 切 点 ; MA 43 所 示 。 按 片段 从 
大 到 小 分 别 命名 为 A、B、C SHE, HH BH REE 1727 一 2349 - 核 昔 酸 之 间 ， 位 于 
pBR322 复制 起 点 的 右 侧 。 将 pBR322 改造 成 pATIS3 的 做 法 是 应 用 Haell 部 分 酶 解 
的 方法 , 即 在 很 短 的 时 间 内 酶 解 PBR3223 得 到 许多 不 同 的 剪 切 片段 , 把 这 些 剪 切片 段 再 


Pst I . Hine 1 
Amp? Tet’ 


pBR322 


4.3 pBR322 与 pAT153 的 Haell 切 点 示意 图 。 
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cal a. aoa 用 Ap 及 Te 抗 性 筛选 ,就 能 得 到 pAT153, H | 

pBR322) EAay 11 ++ Haell MUHA, 剪 切 后 得 到 的 ;1 种 片 月 大 部 分 是 在 "Fe eee 
因 上 (有 7 个 )， 其 余 的 江 个 含有 全 部 Ap HBA, 1 个 带 有 复制 起 点 4 共有 在 1644— 
1727 和 1727 一 2349 之 间 的 两 个 片段 不 影响 Ap 和 Te 抗 性 及 质粒 的 复制 因此 利用 重 
新 复 环 的 质粒 ( 带 有 复制 起 点 ) 及 .Ap- 和 Te 抗 性 利 选 标记 ,可 以 获得 DATI53 -质粒 5 在 
PAT153: 质 粒 上 由 于 缺少 1727—2349 之 疗 的 0.62kb 这 一 段 ， 实 验证 明 提 高 耶 原 有 -PEBR 
322 的 拷贝 数 ，pPAT153 拷贝 数 约 为 pBR322 的 1.5 一 3 倍 。… 它 仍 可 用 氧 霉 素 进 行 质 粒 
WP 38. pATIS3 RAL THEE DRS, BARKS. nic BA, pBR322 更 稳定 ,不 
会 因 结 合 转移 反应 而 发 生 丢失 8 实验 证 明 它 确实 很 稳定 ; 拷贝 数 也 高 ， ae 
Te 的 抗 性 s 这 也 是 剪 切 后 直接 连接 的 一 个 例子 。 


aa 形成 带 有 平 末端 的 基因 | 
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《一 ) 应 用 限制 性 内 切 酶 剪 切 的 乎 末端 


有 不 少 限制 竹 内 切 套 和 Hincll, Haelll, Smal 等 可 用 于 前 切 平 未 端 。 平 未 凡是 比 
较 难于 连接 的 , 与 5 突出 的 粘 末 端 相 比 ， 效 率 常 不 到 其 1/50, 故 很 少 被 直接 用 于 初级 分 
子 克 隆 。 只 有 特殊 需要 时 才 利用 ,应 用 的 范围 有 如 下 几 方 面 。 

(1) BUY) 5’ BR 8 突出 末端 时 无 适当 的 酶 可 被 利用 。 

(2) 一 个 质粒 有 两 个 以 上 的 同一 DA, SRM A 

(3) 为 进一步 修饰 处 理 准备 的 剪 切 。 

(4) 为 一 定 目的 而 形成 的 忆 粘 未 端 与 一 平 未 端的 片 股 。 

平 未 端的 剪 切 条 件 与 一 般 应 用 其 他 限制 性 内 切 酶 时 一 样 。 为 了 分 子 克隆 等 前 切 的 需 
要 , 剪 切 时 条 件 与 上 面 记述 的 粘 未 端 剪 切 相 一 致 ,不 再 举例 说 明 。 


(=) 从 粘 末端 改造 成 平 末端 


此 种 剪 切 修饰 是 次 级 克隆 或 基因 表达 研究 中 常用 的 方法 ， 它 适用 于 以 下 几 种 情况 : 

CQ) 目的 基因 与 载体 的 剪 切 不 能 形成 适用 的 粘 末端 ,而 二 者 又 需要 连接 时 。 

(2) 为 减少 一 个 酶 切 点 或 改造 一 个 酶 切 点 。 

《3) 在 基因 表达 中 为 达到 适合 的 框架 连接 。 

有 两 种 方法 可 改造 粘 末端 成 为 平 末端 , 即 补 齐 法 与 削 平 法 。 分 述 如 下 。 

1. 补 齐 法 

应 用 的 酶 为 DNA_ RAH (Klenow 大 片段 )， 此 酶 的 性 质 在 本 册 第 三 章 中 已 介绍 

过 。 方 法 较 简单 ,容易 完成 , 现 讨 论 如 下 。 

CQ) 反应 试剂 。 修 复 缓冲 滚 (用 于 限制 性 内 切 酶 和 ;DNA RAR Klenow KHER) 
50mmol/L Tris-HCl (pH7.6) 
50mmol/L KCl 


= poe ea Se, “oe eae ee 


~ 10mmol/L MgCl, 
10mmol/L — his ew (DTT) . 
PO Fh ah EE = wR (dNTP) | 
0.2mol/L dATP 
0.2mol/L dTTP 
0.2mol/L © dCTP 
0.2mol/L dGTP 
RP TE 缓冲 液 饱和 过 的 本 
DNA 34 I(Klenow KEE) 

(2) 反应 步骤 。 进 行 补 齐 反应 时 首先 要 选择 脱氧 核 昔 三 磷酸 。 根 据 限制 性 内 切 酶 产 
生 的 未 端 ， 其 单 链 的 突出 部 分 的 顺序 ， 选 择 和 这 些 顺序 互补 的 脱氧 核 苷 三 磷酸 。 例如 
EcoRI 产生 的 粘 示 端的 突出 部 分 是 5AATT- ， 在 进行 反应 时 只 要 加 入 dATP 和 dTTP 
即 可 ;而 BamHI 产生 的 突出 部 分 顺序 是 5%GATC-， 则 在 反应 中 要 加 入 四 种 脱氧 核 昔 三 
磷酸 。 反 应 的 具体 步骤 如 下 : 

a. 以 修复 缓冲 液 作为 限制 性 内 切 酶 酶 解 缓冲 液 ,将 DNA 用 限制 性 内 切 酶 剪 切 ， 得 
3) 5’ Ze Hat 3° 突出 的 DNA 片 外 。 补 齐 反应 的 最 适 体积 是 50x1， 限 制 性 内 切 酶 的 反应 
体积 以 保持 在 30ul 为 宜 。 

by 酶 解 后 ,将 限制 性 内 切 酶 在 65%c 水 浴 失 活 , 再 进行 DNA 聚合 酶 I (Klenow 大 
片 豚 ) 的 补 齐 反 应 。 若 酶 解 反应 体积 为 30x1; 则 在 反应 液 中 补 加 : 
TIE07 谷 浓度 修复 缓冲 液 2 
-0.2mol/L 脱氧 核 背 三 4— Syl 
加 H,O0 2 50u1 - 
DNA ##i (Klenow KE) 0.1—1 单位 

c. 反应 在 室温 (15 一 25%) 进 行 ,15 一 30 分 钟 。 

d. 补 齐 反 应 后 在 65%c 水 浴 申 ;将 反应 液 保温 10 分 钟 ， 并 用 等 体积 饱和 酚 抽 提 反应 
wie DNA 聚合 酶 I(Klenow 大 片段 ) 失 活 。 

e. 反应 液 经 过 失 活 后 可 直接 甫 于 连接 反应 ,或 用 乙醇 沉淀 DNA 后 备用 。 

(3) 反应 后 的 鉴定 。 | 

a. 若 在 补 齐 反应 后 还 要 进行 其 他 剪 切 反应 ,可 以 在 补 齐 反应 完毕 ， 取 出 一 部 分 进行 
平 未 端 连接 ;转化 ,如 果 补 齐 反应 完全 ;可 以 得 到 转化 子 。 另 外 还 可 以 通过 限制 性 内 切 酶 本 
解 反应 来 鉴定 补 齐 反应 是 否 完全 ; 方法 是 在 连接 、 转 化 后 ,将 提取 的 质粒 再 用 原 限 制 性 内 
切 酶 剪 车 ;站 果 补 齐 皮 应 完全 ;, 则 质粒 不 再 被 切 开 。 此 方法 常用 于 为 消除 酶 切 点 而 进行 补 
齐 反应 的 鉴定 (图 :4.4)。 

图 4.4 中 最 后 二 步 ， 即 在 用 EcoRI 剪 切 时 ,质粒 pBR322 ABUT) 说 明 已 消除 了 
EcoRI 的 切 点。 

b. 为 了 鉴定 ,可 以 在 进行 补 章 友 应 的 同时 作 一 个 对 照 实验 ， 反 应 条 件 与 补 齐 实验 类 
似 ， 只 是 用 一 个 2 标记 的 核 背 三 磷酸 取代 反应 中 的 宇 种 炉 昔 三 磷酸 。 在 四 种 c-zP- 
dNTP 中 可 以 选择 要 进行 补 齐 反应 的 粘 末端 最 靠 外 的 互补 核 昔 酸 。 如 BamHI 酶 解 产生 
的 粘 未 端 顺序 是 5GATC-， 最 靠 外 的 一 个 是 G。 对 照 实验 可 用 w-?P-dCTP (与 G 互 补 ) 
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标记 末端 , 然后 进行 电泳 分 析 及 放射 自 显 影 , 即 可 了 解 补 齐 反应 是 否 完全 。 
(4) 补 齐 反应 的 应 用 。 
a. 将 粘 未 端 改 造成 平 末端 。 
b. 消除 酶 切 点 。 
c. 在 物理 图 谱 分 析 中 应 用 于 识别 剪 切 片段 的 位 置 。 
d. 补 齐 反应 容易 进行 , 比 削 平 法 好 ,如 果 两 种 方法 尼 可 选用 ,往往 采用 补 齐 法 ， 以 保 
证 末端 的 完整 。 
e， 用 于 未 端 标记 。 但 应 注意 , 如 果 有 两 个 以 上 核 苷 酸 可 被 标记 时 ， 不 能 用 于 顺序 分 
析 , 不 然 在 电泳 后 会 出 现 重复 区 带 , 不 能 阅读 顺序 。 
2. 削 平 法 
_ 浊 平一 个 粘 未 端 ,党 用 核酸 本 S1 处 理 。 此 酶 在 第 三 章 中 昌 已 介绍 过 ， ay Goi. 
此 处 将 再 作 详 细 说明 。 
核酸 酶 S1 可 以 选择 性 地 消化 双 链 DNA 分 子 中 突出 的 单 链 未 端 部 分 ， 如 果 条 件 控 
制 适当 ,不 会 产生 明显 的 不 平 未 端 。 其 作用 方法 被 描述 为 轻 咬 或 轻 哺 。 如 果 反 应 不 适当 , 除 
完成 上 述 反应 外 , 还 会 在 双 链 DNA -中 引入 其 他 
缺口 因此 正确 运用 核酸 酶 , S1 十 分 重要 。 一 般 购 
EcoRI 买 的 商品 核酸 酶 S1 每 毫克 酶 蛋白 都 含有 104 一 10 
酶 单位 ， 也 有 以 溶液 状态 保存 出 售 的 s 在 应 用 时 
必须 稀释 ， 但 稀释 后 不 宜 再 保存 。 
核酸 酶 S1 还 有 以 下 几 种 用 途 ? 如 分 析 DNA- 
RNA 杂 合 体 的 结构 ， 打 开 合 成 双 链 cDNA 


pBR322 


lee (ds-cDNA) 时 产生 的 发 夹 结构 。 
一 一 (1) 核酸 酶 S1 酶 解 反应 试剂 。。 
a a 4 enow & + Fe) 酶 储存 缓冲 液 
Ax 20mmol/L Tris-HCICpH7.5) — 
ka T4DNA 连 接 酶 50mmol/L NaCl 
人 0.lmmol/L ZnCl, 
50% 甘油 
MA eS 
pBR322 10mmol/L #eBRaN (pH5.0). 


0.lmmol/L ZnCl, 
Immol/L 半 胱 氮 酸 Ccystein) 


图 4.4 消除 质粒 pBR322 0.001% Triton X-100 
上 的 EcoRI 切 点 。 50% 甘油 


酶 解 缓冲 液 
300mmol/L 醋酸 钠 (pH5.0) 
100mmol/L NaCl 
2mmol/L ZnCl, 

10 % 1 ith 
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酶 反应 终止 液 
0.5mol/L EDTA (pH8.0) 
2mol/L Tris-HCl (pH8.0) 

(2) 核酸 酶 ! SI 反应 步骤 。 

a. 用 10zl TE 缓冲 液 或 消毒 蒸 饮水 溶解 lug DNA 样品 ， 并 与 150pl 2 倍 浓度 
的 核酸 酶 SI] 反应 缓冲 液 混合 ， 然 后 加 Hz2O 至 300w， 再 加 入 0.5 一 Lu 的 核酸 酶 
Slo 

b. RMBARZ 15°C 水 浴 中 反应 15 分 钟 (不 要 超过 15 分 钟 )。 

c. 立即 在 反应 液 中 加 入 反应 终止 疲 EDTA 和 Tris-HCl (45% 1041 和 35zl), 
振荡 以 终止 反应 。 

d. 反应 液 用 酚 抽 提 两 次 ,吸取 水 相 。 

e 在 上 清水 相 中 加 大 蒸 饮 水 饱和 的 乙醚 ,振荡 后 吸 去 上 层 的 乙醚 ,重复 2 一 3 次 ， 将 


残留 的 酚 去 除 干净 。 
f， 用 乙醇 沉淀 DNA， 即 可 得 到 平 末端 的 DNA 片段 或 载体 。 
(3) 注意 事项 。 


a. 核酸 酶 S1 浓度 一 般 较 大 ，1wl 酶 液 浓 度 可 达 上 万 单位 ， 应 用 时 必须 确 释 。 如 果 
用 核酸 酶 S1 反应 缓冲 液 稀 释 ， 则 反应 必须 及 时 进行 。 如 果 将 稀释 的 核酸 酶 S1 保存 放 
在 冰箱 ,可 以 用 酶 储存 缓冲 液 将 酶 稀释 成 10 一 20 u/ wl, ZE— 20°C 保存 。 

b. MER MATH NaCl 的 浓度 较 大 ,通常 将 盗 液 配 成 2 倍 浓度 备用 。 

c. 核酸 酶 S1 在 37"c 时 活性 不 易 丧 失 , 故 反应 时 要 严格 控制 时 间 ;, 注 意 不 要 超过 15 
分 钟 。 反 应 完毕 后 必须 立即 加 从 终止 滚 , 即 改变 溶液 的 pH 和 离子 强度 ,以 停止 反应 。 

d. 核酸 酶 S1 和 外 切 酶 III(exonuclease Ill) 结合 使 用 ， 可 随机 缩短 DNA WH, 
所 得 双 链 有 时 并 不 完全 是 平 末端 的 。 故 在 核酸 酶 S| 反应 终止 后 , 最 好 再 用 DNA 聚合 
酶 I(Klenow 大 片段 ) 将 末端 补 齐 , 以 保证 缩短 的 DNA 双 链 是 齐 头 平 端的 。 

(4) 核酸 酶 S1 反应 后 产物 的 鉴定 。 鉴 定 核 酸 酶 -$1 消化 反应 是 否 完全 的 方法 很 多 ， 
这 里 介绍 一 种 较 简 便 的 方法 。 

在 用 核酸 酶 S1 消化 DNA 片段 中 单 链 的 同时 ， 做 一 个 空白 对 照 实验 ,在 对 照 中 不 
加 核酸 酶 S1。 反应 完毕 后 将 两 份 衬 品 都 进行 末端 的 同位 素 标记 〈 方 法 见 本 书 上 册 )。 末 
端 标 记 反 应 用 DNA 聚合 酶 ICKlenow KE) 催化 。 此 方法 是 用 核酸 酶 Sl 消化 的 
样品 ,因为 已 将 DNA 片段 的 单 链 部 分 消去 ,而 对 照样 品 中 没有 加 核酸 酶 S1， 单 链 部 分 
没有 消去 。 在 用 DNA RAMS I(Klenow 大 片段 ) 进 行 末 端 标记 时 ,前 者 没有 单 链 DNA 
为 模板 故 不 能 加 上 任 一 核 苷 酸 , 后 者 有 单 链 部 分 可 作为 模板 , 故 可 以 加 上 标记 的 核 背 酸 。 
通过 电泳 及 放射 自 显 影 ,就 可 知道 核酸 酶 S1 消化 是 否 完全 。 


(=) 应 用 外 切 酶 IIL 与 核酸 酶 S1 剪 切 形成 长 短 不 同 的 平 末端 


当 一 个 基因 需要 剪 切 成 一 个 比较 短 的 片段 ,或 把 载体 缩小 时 ,如 果 在 基因 或 载体 上 无 
合适 的 限制 性 内 切 酶 可 用 于 剪 切 时 ， 可 以 用 外 切 酶 II (exonuclease Ill, Exo Ill) 与 核 
酸 酶 S1 共同 作用 。 剪 切 后 获得 的 片段 ， 长 度 并 非 完全 一 致 ， 而 是 在 一 定 范围 内 长 短 不 
同 的 片段 。 这 种 剪 切 是 先 用 外 切 酶 UW 剪 切线 形 的 基因 或 载体 片 有 候 ， 降 解 其 中 一 条 链 达 


ee 9l 。 


到 所 需 的 长 度 后 停止 反应 ， 再 用 核酸 酶 S1 处 理 另 一 条 链 ， 全 两 条 链 达 到 一 致 的 长 度 为 

止 。 

其 过 程 如 图 4.5 所 示 。 

# 大 肠 杆菌 外 切 酶 : I 正 降解 双 链 线形 

aa Ga cee DNA 时 ;只 要 反应 条 牟 适 当 ST DUE 

步 作 用 速度 消化 掉 二 定数 量 的 核 车 酸 

这 是 由 于 大 肠 杆菌 外 切 酶 II 从 3 未 端 消 

化 时 没有 碱 基 的 特异 性 5 了 巧 82 年 郭 礼 

(Ge EEE 潭 等 普 报道 过 使 用 处 切 酶 SI 的 条 件 ， 
即 在 室温 23°C PR AY, Sh IM 4p 

Sb tT BG II 分 钟 可 在 . DNA $€hydze-s 3’ Ree cid 
lO AANKHR. 现 将 其 方法 ;: 介 绍 

¥) 如 下 。 a GAGA 

3 ee Nae TPE 1. 试剂 与 酶 aR 
10 x Sp mie I Be rhe 
660mmol/L Tris-HCl (pH8.0) 


oh 1 BS Ill 


a 
~ 


| TBE AGS | 


5: 3! + 770mmol/L ‘sNaCh !2 
2) gpa of > 3 50mmol/L MgCl, 
图 4.5 应 用 外 切 酶 II. 和 核酸 酶 S1 的 剪 切 反应 。 ， 100mmol/L | DTT | 
5 X IRM Sl AR 2, GERMS cn 
500mmol/L NaAc(pH4.0) 2 Feild Sl oY 
500mmol/L 92 NaGlro x: 不 le peat se .b 
Ab 60mmol/L ZnCl, . 8 73 
10 X 修复 缓冲 液 ， | 富生 wonmsla)! 
500mmol/L Tris-HCl(pH7.6) |. ae Ch) 
500mmol/L KCl ne 1h 
100mmol/L . MgCl, AY 2A A 
100mmol/L DTA, ; (2 ass nt 
RE And Fa Sab 
[3.4 ~~. 100mmol/L. EDTA | x Babe 
AUG . . 1.5mol/L NaAc 
DNA 384 Ae (Klenow 7K EE) 
核酸 酶 S1 
1mol/ 工 Tris-HCl(pH8.0) 饱和 的 酚 
2. 降解 反应 te 


(1) DNA WES 2 ee HBR HEN DRS RS oie, ED ERA DNA 片段 如 | 
当 航 切 后 的 :DNA 片段 为 3. 突出 的 粘 未 端 ， 则 应 先 按 未 节 '( 二 9 HALA ASE hin HF 
DNA 补 齐 成 为 平 末端 的 DNA Hr Bt, OSb WBE I et 3° EH DNA 降解 不 完全 。 
ADF RMA ME 68°C KIB HAE. 


© 92 。 


(2) BPESE AcMEBR 5’ SCH EMBAY DNA JEEZ RZ 1021 (4 lpmol DNA), 3 


行 以 下 反应 : a aie 
Ba Be 和 
补 加 : 10 x 外 切 酶 II 5 wit 4ul 
外 切 酶 III 1 一 4u 
加 H,0 26ul 


反应 时 间 及 所 加 的 外 切 酶 II 量 见 表 4.1. 通常 反 应 时 间 应 比 计算 的 时 间 稍 长 几 分 
Bho 

(3) 上 述 反 应 在 37sC 进行 ;反应 到 时 间 立 即 加 入 10ul 反应 终止 液 ,以 停止 反应 。 

(4) 反应 液 在 65% KB PAE 10 分 钟 后 ， 用 等 体积 饱和 酚 抽 提 反 应 液 ， 吸 取水 相 

后 ,用 乙醇 沉淀 DNA 备用 。 

3. 外 切 酶 HI 消化 DNA 的 速率 

外 切 酶 UL 的 用 量 及 消化 反应 时 间 的 选择 可 参 才 表 4 ay. 


表 4.1 shes II 消化 DNA 的 速率 


从 DNA 每 一 端 消化 的 核 苷 酸 数 


- 保温 时 间 ( 分 ) | Spas Ul 量 (u/pmol DNA) 


100 —250 10—25 本 15—20 
250 一 500 25 Sheth 20—25 
500--750 -50 一 75 25 一 30 
750--1,000 75--100 30 一 35 
1,000 一 1,500 100 一 150 35 一 45 


由 上 表 可 看 出 ,外 切 酶 IIL 每 分 钟 从 _DNA 的 一 端 (3 端 ) 约 可 消去 10 BER, Ze 
WHE DNA 的 两 个 3 端的 消化 是 同步 的 。 另 外 在 做 外 切 酶 匡 实 验 前 应 注意 先 做 预 实验 ， 
因为 每 一 批 酶 的 活性 总 是 有 差别 的 。 

4. 外 切 酶 II 处 理 后 的 核酸 酶 S1 消化 反应 

用 限制 性 内 切 酶 前 切 产生 的 DNA RIB HEL, SOM RS Ul 消化 反应 后 ,再 用 核酸 酶 
S1 消化 开端 的 单 链 部 分 ,形成 平 末 端的 缩短 的 DNA 片段。 具体 方法 与 削 平 反应 类 似 ， 
只 是 直接 在 外 切 酶 JI 反应 该 中 进行 ;并 补 加 54:5p1 10: 倍 浓度 的 核酸 酶 SI Beh, Dn 
大 核酸 酶 S1 的 量 是 每 mg DNA 用 20 Mfrs -图 46 是 外 切 酶 HI 和 核酸 酶 ;SI 消化 
反应 的 实例 ,电泳 图 中 所 用 的 DNA 是 先 用 BamHI 酶 解 后 的 线形 片 眉 ( 约 j28kb)。 


(四 ) 应 用 核酸 酶 Bal 31 处 理 基因 造成 长 短 不 同 的 平 末端 


1. 核酸 酶 Bal 31 介绍 

核酸 酶 Bal 3L .具有 以 平 两 种 主要 功能 : OM DNA 具有 高 度 特异 的 双 链 
DNA JVB GH. EWA Ye IDNA 分 子 的 两 条 单 链 作用 ,从 DNA 链 的 5 端 
和 3 端 开始 降解 ,产生 单 核 昔 酸 和 很 小 的 寡 核 背 酸 片段 ; 或 者 将 一 余 较 发 的 DDNA 双 链 
缩短 成 一 个 较 短 的 DNA HES Fo RBG Bal .31 对 两 条 链 的 酶 解 速度 大 致 相等 。 另 外 
核酸 酶 Bal 31 还 具有 对 单 链 DNA 的 特异 内 切 酶 的 作用 》 即 可 将 超 螺旋 的 质粒 DNA 
变 成 线形 DNA。 OH DNA 具有 特异 的 外 切 酶 活性 ， 其 作用 方式 类 似 于 核酸 酶 
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SF , 


S$S1， 即 属于 轻 咬 作用 。 


如 果 长 时 间 用 核酸 酶 Bal 31 作用 ,可 将 双 链 DNA 
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图 4.6 外 切 酶 II 和 核酸 酶 S1 反应 电泳 图 。 

图 中 1.8: DNA 分 子 量 标准 (1-HindIIL/EcoRI 和 A-Xho I 混合 物 )。 2。 
对 照 (无 外 切 酶 II 和 核酸 酶 S1)。3. SIR (无 核酸 酶 S1)5 4,5,6,7- IA 
lpg HEAD Oas II 各 消化 20,40,60,80 分 钟 C23SC) 后 再 用 核酸 酶 S1 消 
化 15 分 钟 。 


2. 核酸 酶 Bal 31 的 酶 解 反 应 体系 及 步骤 


酶 解 缓冲 液 1 


Bae PK I 


es 94 。 


600mmol/L 
12mmol/L 
12mmol/L 
20mmol/L 
Immo]/L 


300mmol/L 
6mmol/L 
6mmol/L 


NaCl 

CaCl, 

MgCl, 

Tris-H Cl(pH8.0) 
EDTA 


NaCl 
CaCl, 
Mg Cl, 


完全 降解 成 为 单 核 背 酸 。 


10mmol/L Tris-HCl(pH8.0) 
lmmol/L EDTA 
通常 将 反应 体积 控制 在 30plo 将 lug 线形 DNA 与 6ul 5 REO RS M IR 
合 , 加 蒸馏 水 至 30ul, HMA 0.2 u 的 核酸 酶 Bal 31， 反 应 在 16°C 水 浴 中 进行 。 EH 
条 件 下 ; 酶 解 速度 为 每 分 钟 40bp， 即 线形 双 链 DNA 分 子 的 每 一 端的 降解 速度 为 每 分 
钟 约 20bp。 用 酚 抽 提 终止 反应 。 
”3. 酶 解 实例 及 讨论 
7AM Bal 31 在 保存 过 程 中 酶 活性 容易 降低 ， 故 在 每 次 前 切实 验 前 应 先 做 预 实验 ， 
以 确定 酶 反应 的 合适 条 件 及 反应 时 间 。 以 下 是 核酸 酶 Bal 31 预 实验 的 一 个 实例 。 


反应 条 件 
线形 DNA 片段 6.8kb 
DNA 用 量 0 5ug 
核酸 酶 Bal 31 0.2u 
反应 体积 30ul 
反应 温度 16°C 
反应 时 间 10 一 50 分 钟 . 


酶 解 缓冲 小 IC5X) byl 

共 做 六 个 预 实验 ， 反 应 条 件 基 本 一 
样 ， 只 是 反应 时 间 不 同 。 每 个 反应 到 时 
闻 后 立即 加 入 二 甲苯 蓝 和 溴 酚 蓝 染 料 5 
Al， 以 停止 反应 。 然后 一 起 上 样 于 1% 
的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 。 在 进行 正式 实 验 
时 ,因为 DNA 用 核酸 酶 Bal 31 His 2 Ja oe tat oe eee I 
还 要 进行 其 他 剪 切 反应 ， 所 以 要 用 酚 抽 Pe; tee ee 


提 来 终止 反应 。 以 土 例子 的 电泳 图 见 图 图 4.7 确定 Bal 31 核酸 酶 活性 的 电泳 图 谱 。 
47 1.7. 用 Haelll Wey 0.5ug 的 fdRF109DNA。 2,8. lug 
pa DNA 分 子 量 标准 。 


图 中 核酸 酶 Bal 31 的 酶 解 速度 较 “用 EcoRI AGRE AY 2ng 的 pUR222 DNA 同 Bal31 核酸 
慢 , 这 是 由 于 酶 不 是 新 鲜 制 品 , 活 力 有 所 BR: 3 为 0 分 钟 。 4 为 5 分 钟 。5 为 10 分 钟 。6 为 15 分 钟 。 
下 降 ， DNA 的 一 端 降解 不 能 达到 每 分 
钟 20bp， 而 仅 约 10bp。 

根据 上 面 的 实验 及 其 他 一 些 实验 ,已 知 核酸 酶 Bal 31 酶 解 速度 受 以 下 因素 影响 。 

C1) 缓冲 体系 。 核 酸 酶 Bal 31 的 酶 活性 需要 钙 离 子 (Ca). Ca* 浓度 愈 大 ,在 其 
他 条 件 相 同 的 情况 下 , 酶 解 速度 愈 快 。 但 是 Ca 浓度 大 时 ，, 酶 解 速度 不 容易 控制 。 在 酶 
解 缓冲 液 I 中 ,核酸 酶 Bal 31 每 分 钟 可 使 线形 双 链 DNA 缩短 80bp,， 即 每 一 端 分 别 缩 
i 40bp. FERRARA Il 中 ,核酸 酶 Bal 31 每 分 钟 可 缩短 40bp， 即 每 一 端 分 别 缩短 
20bp。 核 酸 酶 . Bal 31 在 两 种 缓冲 液 中 的 活性 不 同 ,是 因为 缓冲 液 中 Ca** 浓度 不 同 。 当 
需要 将 DNA 双 链 缩短 较 多 时 ,如 缩短 2,000bp 以 上 ,可 以 选用 酶 解 缓 冲 液 I, 其 他 情况 
下 一 般 以 选择 酶 解 缓冲 液 I 较 好 。 

(2) 反应 温度 。 当 核酸 酶 Bal 31 酶 解 温度 为 30°C 时 ， 酶 解 速度 比 16°C 时 提高 10 
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fT ARLE Hill SE RE RRR REE 16° Ao 
(3) 反应 时 间 。 反 应 温度 为 16"c It; FERRARI 中 ， 核 酸 酶 Bal 31 BURRS 
HEADS DNA 链 的 每 一 端 消化 掉 20bp。 一 般 是 根据 预 实验 结 果 及 所 要 消去 的 
DNA 片段 长 度 控制 酶 解 反应 时 间 。 
《4 和 DNA 的 组 成 。 核 酸 酶 Bal 31 对 含 GC 较 多 的 DNA 的 降解 速度 要 比 合 AT 
较 多 的 DNA 快 。 如 果 DNA 链 中 GC 含量 局 部 较 多 或 很 少时 ,会 发 生 不 等 速 现象 a 
(5) DNA 浓度 。 当 DNA 浓度 较 大 时 ， 不 容易 控制 反应 速度 o; 若 要 进行 较 大 量 
DNA 的 实验 ,可 以 将 DNA 分 成 几 份 ,保持 30ul 的 反应 体积 , 其 中 含 DNA ;05 一 1p8g。 
在 用 酚 终止 反应 时 ,再 合并 反应 时 间 相 同 的 DNA 反应 液 。 这 样 就 能 得 到 长 短 太 约 在 一 
个 范围 的 DNA。 


Eco Rl 


Sal] 


EcoRl Sal 1 Eco RI | 


“4.8 ARNG Bal 31 缩短 链 的 降解 从 用。 


温度 对 核酸 酶 Bal 31 的 反应 速度 影响 较 大 s | 应 用 核酸 酶 :Bal 31: 的 优点 在 于 能 够 
通过 控制 反应 时 间 来 控制 酶 对 DNA 的 降解 速度 。 在 较 温 和 的 条 件 下 ,， 即 在 较 低 的 反应 
温度 8 较 低 的 ;Ca 浓度 ( 酶 解 缓 神 液 革 丰 币 进 行 酶 解 反 应 ， 能 够 较 好 地 控制 酶 解 反应 速 
度 ? 因 为 这 时 核酸 酶 Bal 31 的 作用 较 慢 ,而 且 也 比较 均匀 。 如 果 酶 反应 速度 太 快 到 在 较 
短 的 时 间 内 酶 对 DNA 的 降解 也 较 快 ， 就 不 易 控 制 酶 解 反应 产生 的 DNA 片段 的 大 少 ， 
而 且 兰 生 的 片段 大 小 差别 也 比较 厌 s 所 以 在 进行 核酸 酶 ; Bal 31 的 反应 时 ， 党 选择 比较 
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温和 的 反应 条 件 , 即 在 16°C 反应 ,用 酶 解 缓 浆液 Il, coal 

4. 核酸 酶 Bal 31 的 应 用 

C1) 可 以 将 一 个 较 长 的 DNA 分 子 降解 缩短 成 为 一 个 较 短 的 DNA 分 了 4 降解 产 
生 的 DNA 分 子 的 大 小 可 通过 控制 反应 时 间 来 控制 5 

(2) 缩短 DNA 分 子 可 得 到 较 短 的 DNA 分子 ， 有 时 还 可 把 所 需要 的 基因 _ 端 引 入 
片段 的 一 端 ,以 备 作 适 当 的 连接 。: | 

(3) a ff 4) E-X6 FT SHS3 ATE PS GHB 这 样 就 可 得 到 两 个 不 同 
的 末端 , 即 一 个 平 末端 与 另 一 个 粘 末端 的 片 眉 半 如 图 4.8 所 示 。 图 中 质粒 先 用 EcoRI 切 
WATE FB, Bit RRR Bal 31 的 消化 ,将 IDNA 链 缩短 外 再 用 Sal | YW), RAT 
区 缩短 DNA 莲 , 又 可 以 形成 一 个 一 端 平头 一 端 粘 头 的 IDNA Fr Bee 


四 、 从 平 末端 改造 成 粘 末端 

(—) 用 加 连接 子 或 接头 改 成 粘 末 端 

1. 连接 子 介绍 

67-8 FAAS ORT RRERR. ROTTS 
切 点 的 多 少 及 位 置 ,可 将 连接 子 分 为 两 种 ;连接 子 (linker) AIBESK (adapter sequences)s 
前 者 一 般 只 含有 一 个 酶 切 点 ,或 有 两 个 以 上 相关 酶 的 切 点 ， 在 酶 切 点 的 54 及 34 端 往往 还 
ALA APERMAR TOADS 接头 基 般 都 含有 两 个 或 两 个 以 上 不 同 的 酶 切 
们 点 5 其 区 或 3 喘 不 但 无 多 余 的 核 背 酸 ;, 而 且 酶 切 点 应 识别 的 顺序 也 往往 明 剪 切 后 状态 8 
连接 子 为 单 链 自身 互补 顺序 ;可 复 竹 为 平 端 双 链 ,接头 即 有 单 链 的 ,又 用 双 链 的 5 

连接 子 有 磷酸 化 和 非 磷酸 仙 之 苍 5 接头 二 般 都 不 履 磷 酸化 。 非 磷酸 化 连接 子 在 应 用 
前 都 要 用 T4 SRAMBW (T4 polynucleotide kinase) 处 理 , 成 为 末端 磷酸 化 的 连接 


” 子 。 非 磷酸 化 和 磷酸 化 的 连接 子 表 示 如 下 : 


磷酸 从 的 : d(pCGGATCCG) 
非 磷酸 化 的 :jJd(CGGATCCG) 
连接 子 的 中 端 只 Lis A i He I DNA pete 3 NSIC SURE 
下 面 介绍 连接 子 的 磷酸 化 反应 及 芝 用 的 连接 予 s。 | , 
(2. BREF AN BRL 
C1) lo lov 1 
(a. T4 多 核 苷 酸 激酶 
ob. T4 多 核 昔 酸 激 酶 缓冲 液 (X 10) 


700mmol/L Tris-HCl(pH7.6) 
4 DURA L MgCl, 
50mmol/L DTT 


c. 10mmol/L ATP 

d. 500mmol/L EDTA 
e. TE 缓冲 液 | ) 
10mmol/L Tris-HCl(pH7.8) 


nm 9D © 


Immol/L . EDTA 
f. BY-S SERBIA (25 22421) 
(2) 磷酸 化 反应 步骤 。 
a. 混合 以 下 反应 物 ,在 37°C KERIB 30 Hho 


非 磷酸 化 连接 子 1—-5pmol 
10 X 激酶 缓冲 液 5 ul 
10mmol/L ATP Spl 

T4 SRR 10u 

加 H,O 至 50,1 


b. 在 反应 物 中 加 人 241 500mmol/L EDTA， 并 用 等 体积 的 酚 = 氯 仿 = 异 成 醇 混 
合 液 抽 提 一 次 。 
c. 用 95 多 乙醇 沉淀 反应 物 , 用 TE 缓冲 液 溶解 后 , 即 得 到 磷酸 化 的 连接 子 。 

在 以 上 反应 中 ,由 于 铵 离子 能 抑制 多 核 背 酸 激酶 的 活性 ,所 以 全 部 反应 试剂 应 避免 接 
触 含 铵 离子 的 溶液 。 另 外 反应 中 所 用 的 ATP 要 新 鲜 配 制 ,防止 降解 成 DPs 

3. ii ERT 

AKER SRALEABLTRAEA DB—-BAPERA, WMP 目前 第 用 的 
BRT MRA, WH 4.2。 

4. 连接 子 浓 度 的 表示 

连接 子 或 接头 是 一 段 大 核 昔 酸 。 它 的 浓度 常用 OD 值 表示 。 1 OD 的 连接 子 或 接 
头 约 为 40 一 50wg， 即 相当 于 40 一 50wx8g 的 连接 子 或 接头 溶 于 lml KH, BF lcm: 宽 
的 比 色 杯 中 ,在 260nm 波长 处 的 吸收 值 A = 1.0。 由 于 连接 子 或 接头 都 很 得， 一 般 只 由 
玫 个 至 几 十 个 核 苷 酸 组 成 ,所 以 在 和 DNA 片段 或 载体 DNA 连接 时 , 用量 很 少 ; 通 常 只 
用 几 十 纳 克 。 

5. 加 连接 子 所 形成 的 粘 末端 

这 不 是 一 种 简单 的 航 切 反应 ,首先 是 连接 ,然后 再 剪 切 成 粘 末端 ， 即 是 两 步 反应 。 连 
接 子 和 DNA 片段 的 连接 属于 平 末端 连接 ,但 它 与 DNA 片段 的 平 未 端 连接 又 不 完全 类 
似 。 因 为 连接 子 很 小 ， 连 接 时 用 量 容易 达到 要 求 ， 所 以 连接 效率 比 一 般 平 末端 连接 到 应 
高 ,容易 完成 。 使 用 此 法 时 应 注意 以 下 几 点 。 

(1) DNA rR. 由 限制 性 内 切 酶 剪 切 产生 的 DNA 片段 如 果 是 平 末 端 
的 ， 可 以 直接 和 连接 子 连 接 。 例如 由 Hincll, Pvull 产生 的 DNA 片段 ， 都 是 平 末端 
的 。 如 果 DNA 片段 经 限制 性 内 切 酶 处 理 后 ， 是 粘 末端 的 , 则 必须 先 将 此 粘 末端 处 理 成 
平 末端 ， 才 能 和 连接 子 连接 。 具有 5 或 3 突出 粘 末端 的 DNA 片段 可 以 用 两 种 方法 处 
理 成 平 末端 , 即 削 平 法 ,用 核酸 酶 SI 削 去 突出 的 单 链 部 分 ; 或 补 齐 法 ， 用 DNA FRG Be 
I(Klenow 大 片段 ) 将 缩 进 的 部 分 补 齐 。 这 两 种 方法 在 本 节 前 面 都 已 详细 介绍 过 ， 此 处 
不 再 重复 。 

(2) 连接 中 的 末端 比例 。 与 DNA 片段 的 大 小 相 比较 , 连接 子 则 很 小 ， 只 有 几 对 至 
十 几 对 核 痛 酸 。 当 加 入 的 连接 子 和 DNA 片段 的 量 一 样 时 ,连接 子 的 pmol RAE DNA 
片段 的 pmol 数 大 很 多 ,， 即 连接 子 DNA 分 子 的 末端 数 比 DNA 片段 的 末端 数 大 很 多 。 
在 进行 连接 反应 时 , 通常 要 保持 连接 子 的 末端 数 比 _DNA -片段 的 末端 数 多 一 些 ， 一 般 以 
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84.2 常见 的 连接 子 和 接头 


BamHL > d(CGGATCCG) 
BamHI : d(CGGGATCCCG) 
BamHI d(CGCGGATCCGCG) 
Bell d(CTGATCAG) 
Bglll d(CAGATCTG) 
dE Bglll(Mboll-Mboll) d(GAAGATCTTC) 
Os Bglll d(GGAAGATCTTCC) 
化 Clal d(CATCGATG) 
= Clal d(GATCGATC) 
子 EcoRI d(GGAATTCC) 
. EcoRI d(CGGAATTCCG) 
~ EcoRI | d(CCGGAATTCCGG) 
HindIII d(CAAGCTTG) 
HindIII d(CCAAGCTTGG) 
HindIII d(CCCAAGCTTGGG) 
‘BamHI d(pCGGATCCG) 
Bell d(pCTGATCAG) 
Bglll d(pCAGATCTG) 
Clal ~ d(pCATCGATG) 
EcoRI | d(pGGAATTCC) 

} HindIII d(pCAAGCTTG) 
a _ Hindill d(pCCAAGCTTGG) 
化 Kpnl d(pGGGTACCC) 

2 = Ncol d(pCCCATGGG) 
于 Ndel d(pCCATATGG) 
Sall d(pGGTCGACC) 

Smal d(pCCCCGGGG) 

Sphli d(pGGCATGCC) 

Xbal d(pCTCTAGAG). 
Xhol d(pCCTCGAGG) 

Xmalll d(pCCGGCCGG) 

BamHI-Smal d(GATCCCCGGG) 
EcoRI-Smal d(AATTCCCGGG) 
Hindlll-Smal d(AGCTCCCGGG) 
Sall-Smal d(TCGACCCGGG) 
Smal-hexamer d(CCCGGG) 


表 中 连接 子 和 接头 均 为 单 链 ? 复 性 后 呈 双 链 。 


lOLAH, 即 保持 连接 反应 体系 中 10 个 连接 子 DNA 分 子 对 工 个 DNA 片段 分 子 ， 这 
样 能 保证 DNA- 片 和 和 连接 子 充 分 连接 。 

可 用 以 下 公式 计算 连接 子 和 DNA 片段 的 DNA 用 量 比 (重量 比 ): 

连接 子 用 量 二 连接 了 于 长 度 .了 东 相 祖 
DNA FRA DNA 片段 长 度 

确定 了 连接 子 和 DNA FRA ASL, RE DNA 连接 反应 要 求 的 DNA 总 浓度 〈 一 般 
为 0,01—0,5mg/ml), 就 可 以 分 别 确定 连接 子 的 用 量 和 DNA 片段 的 用 量 。 

例如 ,有 一 长 为 800bp 的 DNA 片 眉 需要 加 一 个 有 8 对 核 背 酸 的 连接 子 , 如 果 连 接 
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| 
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反应 体积 定 为 20*1， 根 据 上 面 的 公式 者 ae 
 _ BB FR BERR y 10 wake x 19 L isto 
800 


ee ae 


DNA 片段 用 量 DNA 片段 长 度 
若 连 接 反应 中 总 DNA 浓度 为 0.01 一 0.5mg/ml (0.2 一 Toug/20w1) At RF Aa 
应 为 0.018 一 0.91wg，DNA 片段 和 连接 子 的 连接 条 件 与 DNA ,的 平 未 端 连 接 条 件 一 样 。 
= AERP, —/S DNA DFRABRESDEREOF. 不 过 在 连接 反应 
总 要 用 能 场 开 过 接 子 上 酶 切 点 的 限制 性 内 切 酶 切 出 粘 末端 ; 这 样 很 自然 即 可 将 多 余 的 
aaa 整个 程序 有 三 步 : 
a. 连接 子 磷 酸化 。， 
b. 平 未 端的 _DNA 片段 与 磷酸 化 的 连接 子 连接 ， CRAVE LAME. 
c. 利用 相应 的 限制 性 内 切 酶 酶 解 形 成 粘 末 端 ， 即 开放 二 下 一 一 步 的 连接 和 反应 。 
6. 连接 子 的 应 用 
(1D BR FEST HMMA 在 分 子 克隆 中 通过 加 连接 于 可 局 DNA 片段 和 
载 休 具有 相同 的 粘 末端 。 这 样 一 方面 使 连接 反应 容易 进行 只 另 外 ， 有 时 欲 分 子 克 隆 的 
DNA 片段 上 没有 适合 的 带 有 粘 未 端的 酶 切 点 ， 而 选择 的 载体 上 有 ， 这 时 即 可 在 DNA 片 
段 的 平 未 端 上 先 加 上 与 载体 上 欲 选 用 的 限制 性 内 切 酶 连接 子 。 下面 以 一 个 平 未 端的 
HaeII EEC AD@! Haelll WA) 克隆 到 质粒 pBR322 的 Patl 切 点 处 为 例 说 明 连 接 子 
的 这 一 应 用 (图 4.9)。 . 
(2) 连接 子 在 基因 表达 中 的 应 用 。 不了 避 和 并 
如 果 分 别 与 DNA 片段 连接 , 则 可 形成 几 种 不 同 的 阅读 框架 ,一 个 密码 耶 有 三 尘 核 背 酸 ， 
在 DNA 片段 炒 端 往往 并 非 正好 是 十 个 密码 子 ， 而 是 多 一 个 或 商 个 核 苷 酸 。 所 以 可 通过 
加 连接 子 来 改变 或 保持 某 二 种 基因 片 暇 的 阅读 框架 。 以 BamHi 连接 子 为 例 。BamHI 连 
接 子 有 三 种 , 即 8. 个 w10, 个 和 12 个 核 音 酸 对 ， 它 们 都 可 以 与 二 个 能 被 表达 的 基因 片段 连 
接 ,形成 BamHT' 切 点 的 粘 未 端 。 加 上 8 个 核 背 酸 时 ， 可 补 上 两 个 核 苷 酸 ( 即 6 十 2); 加 
上 10 个 核 背 酸 时 ,可 补 上 二 个 核 昔 酸 ( 即 9 十 1); 当 加 上 12 个 核 背 酸 时 则 常用 在 完全 适 
FAP HER ASA EAI EH —— 
(3) 连接 子 的 加 入 可 在 载体 中 引进 酶 切 点 或 消除 请 点 ， 是 过 加 过 接 子 可 以 在 载体 
上 引入 新 的 酶 切 点 如 果 一 个 载体 上 有 了 两 个 以 上 同 种 限制 性 内 切 酶 的 切 点 ， 可 以 通过 部 
分 降解 再 加 过 接 子 的 方法 消除 某 个 酶 切 点 ,并 引进 某 个 新 的 在 连接 子 上 的 酶 切 点 。 


(=) 加 尾 法 一 一 在 基因 与 载体 剪 切 后 加 互补 的 核 昔 酸 尾 ,形成 粘 末 端 关 系 几 1 用 衬 册 站 
在 未 端 脱氧 核 背 转移 酶 ; 《简称 炒 端 转移 酶 》 催化 下 ;通过 载体 DNA’ 和 基因 片段 刀 
cDNA 来 端 分 别 加 上 互补 的 核 朋 酸 尾 , ay LL DNA RAEI ASMA + 便于 连接 ， 
其 应 用 与 连接 子 类 似 。 
1. 末端 转移 酶 反应 体系 
《1) Rim Mee FEMME CAT 和 dc) 的 条 件 。 
Sa. 上 友 应 缓冲 液 
100mmol/L(pH7.5) RAR ah Sg cacodylate) 
1,0mmol/L CoCl, 
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待 克隆 的 DNA 片 段 运载 体 


=—— GGCC ——_———-GGCC 一 一 
GCCGG > GGGa-— 


Hoo w —| 


一 一 一 一 GG 
SEE 
Pst 1 连接 子 
CCTGCAGG 
GGACGTCC 
TAZ BHM 
激酶 


ATP 


TGCAGG 
CEAREETEL 


Psf 1 


T4 DNA 连接 酶 


pCCTGCAGGCC ————— GGCCTGGAGG 
GGACGTCCGG ————— CCGGACGT 


CCp 
seriou 


1 pGGCC——--—— GGCCTGCA i 
| ACGICCGG ———— CCGGp SO Ace fe 


es Te | 


Te 


cecSTGGNS 
ig wey 
| fy Hybrid 

与 Bs pBR322-Hoe Il 
: Tc8-Aps 


转化 增强 


Tc 


Pst i — 


CTGC 


ic 


pGGCC——- GGCCTGCA 
ACGTCCGG———— CCGGp 


© ye Re fk) DNA Fr Be 


图 4.9 连接 子 在 分 子 克 隆 中 的 应 用 


0.l1mmol/L DTT 
100umol/L arr? ™ dCTP 
b. 末端 转移 酶 浓度 : 400u/ml 
c. DNA 片段 浓度 1—5yug/ml 
(2) 加 接 多 聚 dA 的 条 件 。 


a. 反应 缓冲 液 
20mmol/L(pH7.5) 磷酸 钾 
4mmol/L MgCl, 
0.1mmol/L DTT 
100umol/L dA 


b. 末端 转移 酶 浓度 : 400u/ml 


CIGCAG 
GACGTC 
; CTCEA-3 c 
Pstl G, 3’-ACGTC 
ee 
具 单 企 Pstl 切 点 的 质粒 
an FE ES 
f +dGTP 
4 
搬入 物 
末端 转移 酶 
+dCTP CTGCAGGGE-GG C 
G:-GGGGACGTC 
CCECCC 
CCs-CLCC 
CTGCAGGGGG se CCCC G 


G CCCC ** GGGGGACGTC 


转化 
图 4.10 Pstl 切 点 的 恢复 。 
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c 
一 > Ls 
5’-d[GTAAGGAGGTT TAAC]-3’ 
3’-d[CAT TCCTCCAAAT TG]-5’ 


(1) 核糖 体 结合 位 点 其 中 a,b 为 翻译 终止 密码 ;< 为 Mbp 的 SD(Shine-Dalgarno) 序列 ; d 为 7 TRARY 
PuPuTTTPuPu 序列 


a b e 
5'-d{GCTTAATTAATTAAGC]-3' 
3'-d[CGAATTAATTAATTCG]-5’ 


(2) 通用 翻译 终止 序列 ; a,b,c 为 终止 密码 
5’-d[ AGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTT ]-¥ 
3'-d[ TCGGGCGGAT TAC TCGCCCGAAAAAAAA]-5’ 


(3) Trp 的 转录 终止 序列 
5 -d[GGAATTGTGAGCGGATAACAATTCC]-3' 
3-d[CCTTAACACTCGCCTATTGTTAAGG]-5 


(4) 乳糖 操纵 子 基因 序 列 


Hind MI aes ae] 
AGCTT | GGAGG | AAAAAATT | ATG | 


ACCTCCTTTTTTAATACCTAG 
BamdHl 


(5) RAH Aint Mi Bea 


AS e es 一 35 全 e 
5'-AGCTTACTCCCCATCCCCCCAGTGAATICCCCTGTTGACAATTAATCATCGAACT 
Hind lil  : EcoR | Taq | 


e 一 10 十 1 
AGTIAACTAGTACGCASCTTGGCTGCAGGTCGACG(GATCC)-3' 
Hpa | Rsal Pst | sall BamH1! 


(6) trp 启动 子 


一 10 


e 本 一 35 全 . e 
5'-AGCTTACTCCCCATCCCCCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGG 


Alu | Hinc Il 

Hind Il *' 

thrp y : 18/0 »SID 
ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG (GATTCC)-3' 


BamH | 
《7) tac 启动 子 
图 4.1!， 几 种 人 工 合成 的 寡 核 背 酸 片 煞 。 
c. DNA 片段 浓度 ， 20—100pmol/ml 
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(3) 加 接 多 聚 dG 的 条 件 。 


a. 反应 缓冲 液 
140mmol/L 二 甲 砷 酸 钠 
30mmol/L Tris-HCl (pH6.9) 
immol/L CoCl, 
0.1mmol/L DTT # 


b. 末端 转移 酶 浓度 : 1000 单位 /ml 
c. DNA 片段 浓度 ， 1—5zg/ml 
d. dGTP 的 量 为 DNA 片段 的 100 一 150 倍 
2. 反 应 步骤 
(1) 在 加 入 末端 转移 酶 之 前 ， 应 先 将 反应 体系 加 热 到 3 37%, Aa MA 
反应 立即 开始 。 
(2) 加 接 多 聚 dG 时 ,在 上 述 的 反应 体系 中 ， He 37% 反应 30 sy, 可 在 DNA 末 
端 加 上 10 个 左右 核 昔 酸 长 度 的 多 聚 dG。 
3. 通过 加 接 多 聚 dG MH dc cds HL ee AL Rea 
在 Pstl 剪 切 形成 的 末端 3 RH MMe dG 后 ,再 和 带 有 多 聚 dc 的 DNA 片 
BOE ALIKE PstI 切 点 (如 图 4.10)。 
4. SRRKABSE DNA 的 比例 
对 于 具有 3' 突出 末端 的 DNA 片段 , 在 加 接 多 聚 核 苷 酸 (aN'TP) 时 最 适 比例 为: 
dNTP:DNA 一 20:1。 对 于 具有 5 突出 或 平 末端 的 DNA rE, 最 适 比例 为 : dNTP: 
DNA = 100:1, 


(=) ALGRHRBREBHE 


近年 来 应 用 人 工 合成 的 方法 已 能 很 迅速 地 得 到 各 种 基因 片段 ， 象 连接 子 一 类 的 基因 
HERAERORR EE. 其 他 人 工 合成 的 寡 核 苷 酸 有 以 下 几 类 : 各 种 调节 基因 片段 
如 各 种 启动 子 , 通 用 翻译 终止 位 点 ， 核 糖 体 结合 点 即 Shine- mae FER, BHAI 
起 始 位 点 ,转录 终止 位 点 等 等 。 如 图 .4.11。 

这 类 合成 的 寡 核 苷 酸 片 段 的 特点 ， 除了 有 该 基因 的 特殊 顺序 甸 ， 不 少 片段 还 带 有 适当 
的 能 剪 切 成 粘 末端 的 酶 切 位 点 , 如 图 4.11〈6) 中 的 HindIII 及 BamHI, Ase ee AeA 
昔 酸 片段 比 连接 子 更 容易 连接 ,有 的 可 以 按 连 接 子 的 应 用 方法 连接 (但 不 剪 切 ), 有 的 直接 
按 粘 末端 连接 。 这 类 顺序 多 应 用 于 基因 表达 的 研究 中 ， 有 关 理 论 可 见 本 册 基 因 表 达 部 分 
的 内 容 。 


第 三 节 ，” 剪 切 后 基因 与 载体 的 连接 


目前 常用 的 DNA 连接 酶 有 两 种 ,一 种 来 源 于 大 肠 杆 菌 , 一 种 由 T4 RASS 
其 中 以 T4 DNA 连接 酶 应 用 较 多 , 它 不 仅 能 催化 带 有 互补 粘 末 端的 DNA 片段 之 间 的 
相互 连接 ,还 能 催化 带 有 平 末端 的 DNA 片段 之 间 的 连接 。 这 两 种 作用 在 DNA 体外 重 
组 中 十 分 有 用 。 
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ane ata DNA 片 和 之 问 的 过 


.大 多 数 限制 性 内 切 酶 在 降解 DNA 分 子 后 部 产生 粘 未 端 如 果 基 因 和 载体 用 同一 种 限 
制 姓 内 切 酶 处 理 , 或 虽然 用 不 同 的 限制 性 内 切 酶 处 理 ,都 产生 可 以 互补 的 粘 未 端 ,如 Xhol 
和 Sall 产生 的 粘 未 端 都 是 TCGA。 其 互补 未 端 顺序 经 过 退火 , 在 DNA 连接 酶 的 催化 
下 ， 也 很 容易 共 价 连接 ,形成 重组 分 子 。 重组 分 子 因 具 备 原 载体 的 特性 ,经 过 转化 到 受 体 
At ,就 一 以 达 到 分 子 克 隆 的 目的 。 


粘 来 端的 连接 不 仅 可 在 同一 酶 切 的 片段 中 进行 ， 也 可 在 不 同 限制 性 内 切 酶 前 切 的 片 
自 中 进行 ,只 要 这 些 限制 性 内 切 酶 剪 切 后 的 片段 突 出 末端 一 致 即 可 。 如 BamHI, Bglll 及 


和 
mm ABE, 


《一 ) 基因 与 载体 的 连接 反应 


1. 常用 试剂 oe | . 

(1) T4 DNA 连接 酶 及 其 用 量 。 此 种 连接 常用 的 酶 是 T4 DNA 连接 酶 。T4 
DNA 连接 酶 的 商品 制剂 的 单位 标准 不 同 ,如 有 的 用 Weiss 单位 * 它 是 指 在 37°C 反应 20 
分 钟 时 生成 mmol”*PP 的 催化 酶 单位 。 如 以 lugd) DNA-Hind II] Freee 50% 计算 ， 
约 含 0.006Weiss 单位 。 像 Biolab 厂 所 出 的 T4 DNA Ligase 则 直接 用 另 一 种 单位 , 即 
在 16°C 下 -20 ul 连接 液 中 ， 30 分 钟 内 将 0.12umol (300ug/ml). AY 5°4 DNA Hind IH 
片段 末端 连接 507 的 酶 量 为 1 个 单位 。 显 然 ， 两 种 单位 相差 很 大 ,所 以 使 用 时 应 注意 商 
品 的 原 有 单位 标准 。 在 连接 基因 与 载体 片段 时 ,所 用 酶 量 往往 要 超过 原 应 用 的 酶 是, 因为 
长 途 运输 与 保存 都 会 降低 酶 活性 。 On SR MS Le Be ef, Fa RE FAR ， 也 需 注意 此 酶 是 不 能 长 期 保 
存 的 。 只 要 酶 液 足 够 用 ， 往往 都 以 加 入 微 升 量 来 计算 ,例如 以 0.5wl 或 lel BMA. 

《2) .连接 缓冲 液 。 常 用 的 缓冲 液 为 Tris-HC1 溶液 ，pH7.8， 使 用 时 需 加 含 二 SH 
的 化 合 物 如 斑 基 乙醇 或 二 硫 苏 糖 醇 ,还 应 有 一 定 浓度 的 镁 离子 及 新 鲜 未 降解 的 ATP， 除 
Par SC ARE NE ims — hi AK: 


50mmol/L Tris-HCl (pH7.8) 
10mmol/L MgCl, 
20mmol/L Size Ce 
1.0mmol/L ATP 3 

50 zg/ml 牛 血 清 蛋白 


为 了 保证 ATP 不 被 降解 ,每 次 要 用 新 鲜 的 ,也 可 直接 配制 在 以 上 缓冲 液 中 ,因为 在 以 
上 溶液 中 ATP 是 比较 稳定 的 。 此 溶液 应 在 一 20*c 冰箱 中 保存 ， 储 备 液 不 可 反复 冻 融 ， 
最 好 配制 后 随即 分 装 保存 5 

2. 连接 时 基因 与 载体 的 用 最 

DNA 加 入 的 总 量 应 以 含有 0.1 一 1.0wumol 的 5 末端 为 最 适 。 根 据 所 加 DNA 片段 
分 子 大 小 不 同 , 总 计算 一 下 所 有 末端 数 , 即 一 个 片 仙 有 两 个 末端 ，1.0wmol 即 有 0.5pmol 
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DNA 分 子 , 再 算出 DNA 量 。 如 以 300bp 的 基因 片段 及 3, 000bp 的 线形 末端 为 例 , 二 者 
的 比例 为 1:1 时 ,前 者 应 加 给 0.2ug, Ja 2ug, HE 10l 缓冲 液 中 为 0.1pumol 深 
液 。 当然 DNA 浓度 大 会 有 利于 连接 ,但 连接 还 与 DNA 分 子 大 小 、 可 能 的 溶解 度 及 两 
Se 种 片段 的 比例 有 关 。 在 分 子 克 隆 的 连接 中 注意 基因 片段 与 

载体 的 比例 往往 很 重要 。 特 别 是 在 载体 剪 切 后 不 去 末端 磷 
酸 的 情况 下 ,比例 适合 可 以 防止 载体 本 身 的 复 环 ,也 防止 基 
因 本 身 的 相互 连接 。 

3. 基因 与 载体 在 连接 时 常用 的 比例 

通常 以 末端 数 比例 计算 ,基因 与 载体 的 最 适 比 例 在 5:1 
至 10:1 之 间 。 如 果 二 者 分 子 大 小 接近 可 采用 23:1 至 3:1o。 
如 果 分 子 大 小 十 分 悬殊 ,二 者 比例 可 达 100:1， 

采用 以 上 比例 的 理由 是 十 分 清楚 的 ， 基 因 分 子 小 时 多 
加 一 些 以 免 不 足 。 量 多 于 载体 也 可 防止 载体 形成 二 聚 体 及 
本 身 的 复 环 。 如 果 基 因 分 子 过 多 则 又 会 造成 基因 片段 本 身 
的 重复 连接 ， 这 样 不 利于 基因 与 载体 二 者 的 连接 。 以 上 比 
例 经 不 少 做 分 子 克隆 的 工作 者 试用 ,都 是 比较 人 台 适 的 。 

4. 连 接 反应 的 温度 与 时 间 

由 于 各 产 家 生产 的 DNA 连接 酶 活性 不 同 , 所 定 的 活 
性 单位 也 不 同 。 常 见 的 连接 反应 温度 和 时 间 有 以 下 几 种 。 

《1) 在 :20ml 的 反应 体积 中 , 当 DNA 总 末端 为 10pmol 
时 ,用 0.01 二 0.1 单位 的 T4 DNA 连接 酶 ,在 22°C 至 少 连 
接 1 小 时 。 

《2) 在 :204l 的 反应 体积 中 , 当 总 DNA 量 为 1xg 时 ， 
oe ee 用 0.01 一 0.1 单位 T4 DNA 连接 酶 ， 在 22°C 至 少 反 应 1 

9 10° 20 30 60° 小 时 。 

图 4,12 不 同时 间 的 连接 反应 (分 钟 (3) 在 20ul 的 反应 体积 中 ， 当 DNA 未 端 为 0.1 一 
1.04mol 时 ,用 0.01 一 0.1 单位 DNA 连接 酶 ,在 16°C 至 少 反 应 30- 分 钟 。 

由 于 酶 经 过 长 途 运输 及 长 期 保存 会 降低 活性 ， 在 实际 工作 中 常用 的 反应 温度 和 时 间 
如 下 : 在 20Ul 的 反应 体积 中 ;, 当 DNA 2% 0.1—lyug 时 ,用 0.5 一 1.0uU T4 DNA 连接 
酶 ,在 16°C 连接 3 小 时 后 ,继续 在 4*C 过 夜 。 


(=) 基因 与 载体 连接 的 具体 实例 


6ugd DNA 被 限制 性 内 切 酶 Hind II 剪 切 成 7 SHR, ul 的 反应 体积 中 ,用 
lm T4 DNA 连接 酶 再 进行 连接 ,结果 见 图 4.12。 


二 、 平 末端 及 3 突出 末端 的 连接 特点 


(一 ) 平 末端 的 连接 
有 许多 限制 性 内 切 酶 航 切 DNA 分 子 后 产生 带 有 平 未 端的 DNA 片段 ,如 Hindll, 
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Hpal 等 。 5 或 3 突出 末端 的 DNA 片段 经 核酸 酶 S1 HIE, BE DNA 聚合 酶 1 
(Klenow 大 片段 ) 补 齐 ,都 可 使 DNA 末端 成 为 平 未 端 。T4 DNA 连接 酶 可 以 催化 带 有 
平 未 端的 DNA 片段 之 间 的 连接 , 其 反应 条 件 与 T4 DNA 连接 酶 催化 粘 末端 片段 的 连 
接 条 件 类 似 ,但 有 以 下 几 点 应 注意 。 
_ (1) T4 _DNA_ 连接 酶 酶 量 。 在 进行 平 未 端 DNA 片段 的 连接 时 ， 通 常 要 增加 T4 

DNA 连接 酶 的 量 , 一 般 要 比 同样 条 件 下 的 粘 未 端 连接 时 的 酶 量 多 2-5 倍 。 

(2) 当 T4 DNA 连接 酶 浓度 较 低 时 ,可 加 入 少量 RNA 连接 酶 ,以 促进 连接 。 一 般 
情况 下 都 不 加 RNA 连接 酶 。 在 4 一 6 和 PEG 6000 存在 条 件 下 ,可 增加 连接 效率 。 

(3) 平 未 端 连接 多 用 于 基因 表达 中 ， 一 般 分 子 克 隆 中 在 遇 到 平 未 端 时 常 加 一 连接 子 
或 同 聚 物 尾 , 使 连接 容易 进行 。 

(4) 有 人 认为 加 大 DNA 用 量 也 有 利于 连接 。 


(=) 3 突出 末端 的 连接 


由 于 _DNA 合成 的 方向 是 了 >3'，5 突出 的 粘 未 端 在 进行 连接 时 ,很 容易 被 DNA 
连接 酶 识别 ,再 加 上 粘 未 端 互补 顺序 之 间 的 退火 ， 连 接 比 较 容 易 进 行 。 而 3 RU 
之 间 的 连接 主要 是 靠 未 端 互补 顺序 之 间 的 退火 ， 所 以 连接 效率 较 低 。 因 此 在 剪 切 时 以 先 
择 能 产生 宁 突出 未 端的 限制 性 内 切 醒 为 好 。 但 有 些 酶 切 点 由 于 位 于 载体 的 租 选 标记 部 
位 ， 因 此 也 常 蔽 选用 。 如 质粒 DBR322 Apr 基因 上 的 _Pstl YA, Poel 剪 切 产生 的 未 问 
为 了 突出。 具有 3 穴 出 未 端的 DNA 片段 在 连接 时 也 比 9 突出 未 端的 困难 。 一 般 采 用 
的 连接 反应 条 件 和 平 未 端 片 段 的 连接 条 件 相同 。 


(=) 平 末端 及 3 突出 末端 的 连接 反应 温度 与 时 间 


在 20ul 反应 体积 中 , 4 DNA 量 为 0.1 一 1.0pg 时 ,用 1 一 2wl T4 DNA EHR, 
在 16°C 连接 过 夜 《16 小 时 以 上 )。 


三 、 基 因 片 段 大 小 与 连接 的 关系 


通常 以 小 片段 更 易 连 接 , 例 如 连接 子 片段 只 有 几 个 或 十 几 个 核 背 酸 * 即 使 是 平 末端 连 
接 也 容易 成 功 。 反 之 ,片段 过 大 则 连接 困难 。 在 本 章 开 始 曾 讨论 过 载体 选择 问题 ,而 在 载 
体 一 章 中 已 经 分 别 详 述 了 质粒 与 1 喉 菌 体 的 特点 ， 其 中 也 包括 对 被 分 子 克隆 基因 大 小 的 
选择 , 即 1 噬菌体 DNA 通常 适用 于 大 片段 基因 ,特别 是 10 一 20kb 的 片段 的 分 子 克 隆 。 质 
粒 载 体 则 只 适用 于 10kb 以 下 的 基因 分 子 克 隆 。 在 应 用 质粒 来 进行 不 同 分 子 大 小 的 基因 
克隆 实验 中 , 1980 年 G. Drouin 曾 做 过 一 些 统计 。 他 将 人 线粒体 DNA 纯化 后 用 不 同 
的 方法 剪 切 成 几 类 片段 ;如 用 OE. coRI 和 BamHI 合并 前 切 , 用 HindIII 和 BamHI 合并 
剪 切 , 由 于 线粒体 DNA 较 大 ,也 用 Mbol 剪 切 ,分 别 分 子 克隆 ，Mbol 剪 切 共 得 到 21 个 
大 小 不 同 片段 ,其 中 最 大 的 为 . 2,800bp， 最 小 的 只 有 25 及 33bp。 这 21 个 片段 在 剪 切 后 
不 分 别 回收 ， 而 是 混在 一 起 与 pBR322 连接 ，pPBR322 是 用 BamHI 剪 切 成 线形 分 子 。 
连接 后 转化 到 大 肠 杆 菌 X-1776 中 ,用 Ap’ 及 Tc 法 筛选 ， 获 得 的 有 插 人 片段 的 阳性 
菌 ,又 经 过 电泳 酶 切 分 析 ,在 这 一 连接 中 每 个 片段 与 PBR322 的 分 子 比 例 都 是 一 样 的 。 钥 
选 后 除了 第 二 个 大 片 朋 (2,400bp) 未 得 到 分 子 克隆 外 ,其 他 均 得 到 分 子 克隆 菌株 。 克隆 
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株 的 成 功率 稍 有 不 同 ， 小 于 200bp 的 片段 的 成 功率 比较 高 ，200 一 400bp 大 小 的 基因 片 
BARD RAH 8%, 400bp 以 上 至 2,800bp 者 成 功率 为 4 多 左右 。 其 中 第 5 片段 
(1,000bp) 及 第 8 HE (620bp) 成 功 的 菌落 出 现 很 少 ,在 705 个 菌落 中 只 出 现 一 个 。 这 
一 结果 说 明 片 侦 大 的 不 易 分 子 克 隆 。 至 于 分 子 克隆 中 哪些 步骤 最 为 关键 ， 一 般 认 为 是 连 
接 与 转化 ， 这 两 步 又 中 又 以 连接 最 为 重要 。 因 为 连接 反应 的 成 功 与 难 易 ， 与 所 选用 的 载 
体 \ 基 因 片 段 的 大 小 、 基 因 与 载体 使 用 的 分 子 比 例 均 有 关 。 从 以 上 实验 结果 看 ， 在 载体 适 
用 的 范 国内 ,如 果 不 是 把 大 小 片段 放 在 一 起 进行 连接 ， 并 适当 注意 三 者 加 入 的 分 子 比 例 ， 
则 各 种 大 水 的 片段 都 可 以 成 功 , 只 是 所 获得 的 分 子 克隆 数 可 能 稍 有 差别 , 即 成 功率 稍 有 不 
同 , 分 子 小 的 片段 优 于 分 子 大 的 片段 。 


、 防 止 载体 自身 连接 的 脱 末 端 磷酸 基 团 


连接 反应 完成 后 ,可 直接 转化 合适 的 受 体 菌 ,挑选 含有 重组 质粒 的 转化 菌株 进行 大 量 
培养 ,从 中 提取 得 到 大 量 的 重组 质粒 。 可 是 往往 会 有 这 种 情况 , 即 从 阳性 转化 菌株 中 得 到 
的 质粒 ,经 限制 性 内 切 酶 分 析 或 分 子 杂 交 等 方法 检验 发现 大 部 分 并 不 带 有 连接 上 去 的 目 
的 基因 片段 。 这 是 因为 用 一 种 限制 性 内 切 酶 剪 切 产生 的 载体 片段， 其 两 个 未 端的 顺序 是 
互补 的 ,在 连接 反应 中 能 够 自身 连接 ,恢复 成 环 ， 重 新 形成 原来 的 载体 分 子 。 为 了 防止 这 
种 情况 出 现 ,有 人 用 碱 性 磷酸 酶 处 理 载体 DNA 片段 的 未 端 ,以 去 除 未 端的 磷酸 基 团 ， 使 
载体 DNA 片段 不 能 自身 连接 回复 成 环 。 同 样 ,目的 基因 片 眉 之 疝 也 可 互相 连接 ,不 过 这 
样 形成 的 环形 分 子 没有 在 宿主 细胞 内 复制 的 能 力 ,因此 也 不 会 形成 可 筛选 的 菌落 。 

DNA 片段 未 端 用 碱 性 磷酸 酶 处 理 后 ， 在 进行 连接 反应 时 所 需要 的 DNA 连接 酶 的 ， 
量 要 比 不 用 碱 性 帮 酸 酶 处 理 时 大 得 多 。 如 一 般 用 连接 酶 的 浓度 为 ga/m1， 经 过 碱 性 磷酸 
酶 处 理 后 则 有 人 加 到 50u/ml 才能 达到 有 效 连 接 。 | | 

IDL Bs FLOR OR RY, — SR I, 3 RE NE 
磷酸 酶 。 一 般 多 用 小 牛 肠 碱 性 磷酸 酶 《CIP)， 它 在 ; SPS- 中 加 热 至 68°C 时 可 完全 失 活 。 


10mmol/L 
10 %SDS 
小 牛 肠 碱 性 磷酸 酶 
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(—) 脱 磷酸 的 方法 
1. 试剂 

10 x CIP 缓冲 液 
0.5mol/L Tris-HCl (pH 9.0) 
10mmol/L MgCl, 
Immol/L ZnCl, 
10mmol/L 亚 精 胺 

10 x STE 缓冲 液 
100mmol/L Tris-HCl (pH8.0) 
1mol/L NaCl | 


EDTA 


一 般 0.01 单位 小 牛 肠 碱 性 磷酸 酶 可 去 除 1pmol 5’ Aa EAS RELA CARD 线性 DNA 
Lue, #6 5° 末端 是 lpmol)o 
"2. 方 入 

C1) 将 酶 切 过 的 并 经 过 乙醇 沉淀 纯化 的 DNA 溶 于 - 10mmol/L Tris-HCl (pH 
8.0) 中 ,使 体积 尽量 小 。 

(2) 在 DNA 中 加 入 Syl 10 x CIP 缓冲 液 , 并 加 水 至 48Al， 再 加 小 牛 肠 碱 性 确 
酸 酶 适量 。 

(3) 如 为 于 突出 的 -DNA 片段 , 则 将 反应 物 在 37°C 保温 反应 30 分钟， 然后 加 一 次 
小 牛 肠 碱 性 磷酸 酶 ,继续 保温 30 分 钟 。 如 为 平 末端 或 5 缩 人 的 末端 则 先 在 37°C 保温 15 
分 钟 , 然 后 在 56°C 保温 .15 分钟 ,再 加 一 次 小 牛 肠 碱 性 磷酸 酶 ， 并 如 上 述 两 种 温度 下 各 保 
温 15 分 钟 。 

(4) 反应 到 时 间 后 立即 加 入 40mj 水 ，10pl 10 x STE BMPR, Sul 10% SDS, £ 
68°C 加 热 ,15 分 钟 , 用 酚 - 毛 仿 抽 提 后 ,乙醇 沉淀 DNA。 


(=) 脱 磷酸 的 载体 与 基因 的 连接 实例 

ORL, DNA 用 - EcoRI 或 , HindIII 剪 切 后 ， 再 用 碱 性 磷酸 酶 处 理 ， 然 后 经 过 酚 抽 
提 、 乙 醇 沉 淀 纯化 ， 即 可 将 此 除去 磷酸 的 质粒 DNA 加 到 cDNA 中 Git cDNA 带 有 
Hind Ill 或 EcoR | 未 端 )。 二 者 分 子 比 为 3:1( 质 粒 :cDNA)。 AR 60mmol/L 
Tris-HCl (pH7.6), 6.6mmol/L MgCl,, 10mmol/L DTT, 1mmol/L ATP 液 中 连接 ， 
加 入 T4 DNA 连接 酶 ,浓度 为 50 单位 /ml。 在 16° 反应 3 小 时 后 再 在 tc MEU, 
此 连接 的 混合 液 反 应 后 可 直接 转化 到 大 肠 杆菌 受 体 细胞 中 。 


(=) 脱 末端 磷酸 在 分 子 克隆 中 的 使 用 范围 


(1) 当 目 的 基因 DNA 片段 量 非常 小 时 (如 只 有 几 十 纳 克 水 平 ), 为 了 保持 连接 体系 
中 总 DNA 的 量 ， 就 必须 加 大 载体 DNA mE 这 时 可 用 碱 性 磷酸 酶 去 除 载 体 末 端的 磷 
酸 ,防止 载体 的 自身 连接 。 

(2) 由 于 载体 未 端 去 磷酸 ,不 能 自身 连接 ,同时 也 使 基因 DNA 不 容易 与 载体 连接 。 

《3) 碱 性 磷酸 酶 的 纯度 及 脱 磷 酸 反应 是 否 适当 都 影响 连接 。 


(四 ) 用 其 他 方法 控制 载体 的 自身 连接 


(1) 在 用 同一 种 限制 性 内 切 酶 剪 切 载体 和 基因 ,再 进行 片段 之 间 的 连接 时 ,如 果 基因 
片段 的 量 大 大 超过 载体 DNA 的 量 , 则 载体 片段 未 端 之 间 相 巨 退 火 的 机 会 就 大 大 降低 , 自 
身 连 接 就 很 少 了 。 ， 

(2) 如 果 用 两 种 产生 不 同 未 端的 限制 性 内 切 酶 剪 切 载体 ， 则 得 到 的 载体 片段 的 两 个 
未 端 不 能 自身 连接 。 如 果 基 因 片 自 也 是 用 这 两 种 限制 性 内 切 酶 剪 切 得 到 ， 则 载体 片 外 的 
两 个 末端 可 分 别 与 基因 片段 的 两 个 夫 端 连接 ， 而 且 连 接 的 方向 是 确定 的 。 例如 pBR322 
载体 上 有 EcoRI 和 Bam HI 的 两 个 切 点 ， 用 这 两 种 限制 性 内 切 酶 剪 切 得 到 的 载体 片 


豚 的 两 个 未 端 分 别 是 EcoRI 的 AATTC 7 gq BamHll 的 9GATCC_ 这 两 种 顺序 


一 一 一 一 - 
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的 未 端 是 不 能 互相 连接 的 。 如 果 基 因 片 段 也 是 用 这 两 种 限制 性 内 切 酶 剪 切 得 到 ， 则 与 载 
体 片段 连接 时 ,就 不 可 能 发 生 载体 的 自身 连接 ,但 应 注意 防止 载体 二 聚 体 的 形成 。 

(3) 当 载 体 片段 的 两 个 末端 分 别 为 平 末端 和 粘 末端 时 ,情况 和 上 述 类 似 , 只 是 需要 把 
基因 片段 的 两 个 未 端 也 分 别处 理 成 一 个 平 末 端 和 一 个 能 与 载体 的 粘 末 端 互补 的 类 未 端 。 
但 这 只 有 在 基因 表达 质粒 的 重组 中 才 常 应 用 ,因为 平 末端 的 连接 比 粘 末端 困难 得 多 , 剪 切 
也 不 多 用 。 


五 、 连 接 后 限制 性 内 切 酶 识别 位 点 的 恢复 


如 果 载 体 片 贫 和 基因 片段 是 用 同一 种 限制 性 内 切 酶 剪 切 得 到 的 ， 则 在 利用 其 粘 未 端 
进行 连接 后 ,可 以 恢复 原 有 的 酶 切 位 点 , 即 在 连接 的 部 位 上 仍 具 有 原来 的 限制 性 内 切 酶 的 
识别 位 点 。 

sa ete SURE JF SLIL-AL NTR HORA A HD, 产生 可 互补 的 粘 未 端 
序列 进行 连接 的 ,形成 重组 分 子 后 ,不 会 在 连接 部 位 上 恢复 原来 的 限制 性 内 切 酶 的 识别 入 


点 。 例 如 Xho I 和 Sal I 产生 的 粘 未 端 顺序 分 别 是 TCCART Tg TOCARTS ,五 


补 连 接 后 ,产生 的 顺序 是 一 CTCCAC 一 ,有 既 不 被 Sal 1 识别 也 不 被 Kho 1 IAB. 


六 、 同 聚 物 加 尾 后 的 连接 


有 时 仅 用 限制 性 内 切 酶 剪 切 ,无 法 使 载体 片 疏 和 基因 片 有 侦 具 有 可 互补 的 粘 末端 ,所 以 
连接 比较 困难 。 运 用 同 聚 物 加 尾 的 方法 ， 可 在 载体 和 基因 片 避 上 造成 互补 的 未 端 顺序 再 
进行 连接 ,方法 与 5 突出 末端 的 连接 类 似 。 =" 
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BAS HFRERA(—) 
一 一 重组 DNA 的 转化 、 筛 选 和 鉴定 
sth | WOR 


 BO#AMaK DNA 在 体外 重组 后 ,必须 重新 引信 活 细胞 内 才能 进行 增殖 。 外 源 
DNA 引入 寄主 细胞 的 过 程 一 般 称 为 转化 。 在 正常 生长 条 件 下 ,大 多 数 细菌 并 不 发 生 转 化 
作用 es Mandel 等 估 发现 ;细菌 细胞 经 过 氧化 钙 处 理 之 后 , 可 促进 1 噬菌体 的 转 染 作用 。 
Cohen 等 大 后 来 证 有 明 ; Ca 同样 可 以 介 导 质粒 DNA 对 细菌 细胞 的 转化 。: 由 于 钙 法 操 
作 简 便 有 效 , 省 时 省 力 ,目前 已 广泛 应 用 于 诱导 重组 DNA 对 细菌 细胞 的 转化 。 

DNA 经 过 转化 之 后 ， 就 需要 从 大 量 的 菌落 中 挑选 细胞 的 克隆 。 从 目前 的 技术 水 平 
看 ， 转 化 的 效率 是 比较 低 的 ， 即 使 我 们 用 转化 效率 比较 高 的 细菌 突变 株 作为 受 体 菌 ， 也 
不 能 使 全 部 细胞 转化 成 功 。 因 此 ， 筛 选 是 基因 工程 研究 工作 中 必 不 可 少 的 过 程 。 一 般 情 
况 下 ， 可 通过 以 下 三 种 主要 途径 进行 筛选 。 @ 遗传 学 方法 : 即 根据 重组 DNA 转化 后 
的 细菌 细胞 具有 某 种 特殊 的 遗传 性 状 进 行 筛选 。 四 菌落 杂交 方法 : 用 体外 标记 的 目的 基 
因 DNA 或 相应 的 RNA 为 探 针 同 菌落 进行 原 位 杂交 ,筛选 含 重组 DNA 的 克隆 。 这 个 
方法 可 以 快速 地 从 数 百 个 菌落 中 挑选 出 含有 重组 DNA 的 菌落 。 加 放射 免疫 方法 :这 
种 方法 实际 上 是 通过 检测 目的 基因 的 表达 产物 ?筛选 伟 有 重组 DNA 的 克隆 。 此 法 需要 
制备 …I- 标 记 的 特异 性 抗体 ,然后 根据 抗原 (表达 产物 ) 只 能 与 特异 性 抗体 形成 复合 物 的 原 
理 进 行 筛选 。 

从 划 落 中 筛选 到 所 需要 的 含有 重组 DNA ,的 克隆 之 后 ,必须 对 重组 DNA 或 表达 产 
物 作 进一步 的 分 析 和 鉴定 ,这 包括 分 析 重 组 DNA 的 分 子 量 以 及 目的 基因 插 人 载体 的 部 
位 和 方向 是 否 正确 。 有 时 还 需要 对 目的 基因 所 表达 的 多 肽 的 分 子 量 和 生物 活性 等 进行 全 
面 分 析 和 鉴定 。 只 有 通过 这 些 鉴 定 工作 ， 才 能 最 终 验证 我 们 所 设计 的 基因 工程 研究 方案 
是 否 取 得 了 圆满 成 功 。 

基因 工程 技术 已 广泛 应 用 于 与 生物 学 和 医学 有 关 的 科学 领域 ， 以 及 与 工农 业 生 产 实 
践 有 关 的 研究 工作 中 。 由 于 选择 的 目的 基因 和 研究 的 最 终 目 标 不 同 ， 往 往 需要 选择 不 同 
的 载体 和 寄主 细胞 。 常 用 的 基因 载体 有 质粒 \ 叹 菌 体 \ 病 毒 等 上 共有 自我 复制 能 力 的 小 分 子 
DNA， 可 以 作为 高 等 细胞 载体 的 有 线粒体 和 叶绿体 DNA 等 。 为 了 满足 实际 研究 工作 
的 需要 , 目前 已 有 许多 经 过 人 工 改造 而 组 建 的 具有 各 种 特殊 功能 和 选择 性 标记 的 载体 。 对 
于 不 同 载体 需要 选择 相应 的 细菌 、 醇 母 、 动 物 和 植物 等 各 种 不 同 的 细胞 株 作为 受 体 细胞 。 
然而 不 同 的 基因 载体 带 有 不 同 的 选择 性 标记 ;不 同 的 细胞 株 具 有 不 同 的 遗传 特性 ;不 同 的 
目的 基因 表达 不 同 的 多 肽 。 我 们 不 可 能 设计 出 一 种 对 各 种 研究 方案 都 适用 的 筛选 和 鉴定 
方法 。 因 此 ， 在 本 章 我 们 具 对 一 些 基 本 的 和 通用 性 比较 强 的 方法 进行 介绍 。 筛 选 和 鉴定 
工作 中 需要 使 用 的 某 些 方法 ,例如 DNA 的 限制 性 内 切 酶 图 谱 分 析 、 凝 胶 电泳 ， 缺 口 翻 译 
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法 制备 DNA 探 针 等 ,在 本 书 上 册 中 已 有 介绍 ,本 章 就 不 再 重复 。 


第 一 节 ”重组 DNA 对 大 肠 杆菌 的 转化 


重组 DNA 只 有 转 人 活 细胞 内 进行 扩 增 和 表达 才 具 有 研究 和 实用 意义 。 70 年 代 以 


前 ， 由 于 未 能 找到 合适 的 方法 和 途径 ;外 源 .DNA 引 大 细胞 的 过 程 效率 低 、 重 复 性 差 ,不 
能 满足 日 益 发 展 的 研究 工作 的 需要 。 70 年 代 初 发 现 氯 化 钙 处 理 后 的 细菌 细胞 可 增加 外 
源 DNA 的 摄 入 ,在 此 基础 上 祖 继 建立 了 外 源 DNA 进入 细菌 细胞 的 方法 。 目前 大 多 数 
转化 方法 可 达到 每 微克 完整 的 质粒 DNA 产生 10: 一 10 个 转化 子 。 有 些 方法 可 产生 10 一 


10 个 转化 子 , 而 且 具 有 很 好 的 重复 性 。 这 些 方法 的 建立 为 基因 工程 工作 商定 了 坚实 的 基 


filo a 

不 同 种 类 的 细胞 甚至 不 同 的 细胞 株 ,， 外 源 DNA 的 引信 方法 也 不 祖 同 如 大 肠 杆 菌 在 
目前 分 子 克 隆 工作 中 应 用 最 广泛 ,本 节 主 要 介绍 几 种 常用 的 重组 DNA 对 大 肠 杆 菌 的 转 
化 方法 。 E 


一 、 氯 化 钙 法 
(—) 试剂 和 材料 
LB Aig 
REAR 10g/L 
BRE 52/L 
A 5g /L 
pH Fees 
平板 培养 基 
胰 蛋 自 腑 10g/L 
BRR  52g/L 
氧化 钠 58/ 工 
琼脂 15g/L 
pH 73 
顶 琼 脂 培养 基 
fe AR 10g/L 
Meee 5¢/L 
氧化 钠 5g/ 工 
琼脂 68/ 工 
80mmol/L AML BeAR 
(=) 操作 


C1) E52 8 BAPE i HE LE RR, 37°C WR, HET IE Co 
(2) 挑选 单 菌落 , 接 人 5ml LBANG, 37C 震荡 过 夜 。 
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(3) 从 上 述 培养 液 中 取 05ml, HA 50ml LB AND, 37°C RAF 2 一 4 小 时 ， 到 
细菌 密度 大 约 为 5 X 10 /mlo。 

(4) 在 水 浴 中 将 菌 液 冷 却 10 分 钟 ,然后 于 4%C 下 3,500r/min 离心 15, 分 钟 ， 倾 去 上 
清 液 。 

(5) 用 25ml 预先 冰冷 的 高 压 灭 菌 氯 化 合 溶液 ; (80mmol/L) 重新 悬 译 细 胞 。 

(6) 将 细胞 悬浮 液 在 冰 浴 中 冷 15; 分 钟 , 再 于 4°C 下 3,500r/min 离心 10 分 钟 , 倾 去 
LAK. 

(7) 用 3ml HVEVKYS AI EK AM RR (80mmol/L) 分 装 在 预先 冰冷 的 高 压 
KH Eppendorf 离心 管内 ,每 管 0.2ml, 4°C 放置 12 一 24. 小 时 a 

(8) 加 入 待 转化 的 重组 DNA 溶液 ,和 0.2ml BRAD, EK PRE 30 分 钟 。 

(9) 在 冰 浴 中 放置 30 分 钟 后 , 转 人 42°C 水 洽 中 预 热 2 分 钟 。_ 

(10) 加 入 lml LB 肉 汤 ,于 37°C 复壮 30 分 钟 到 :1 小 时 ,不 用 震荡 。 这 个 步骤 是 为 
了 使 细胞 复壮 和 抗 性 基因 开始 表达 (用 于 四 环 素 筛 选 一 般 需 1 小 时 )。 

C11) 分 别 取 0.1ml、0.2ml、0.3ml 等 合适 的 量 ， 涂 布 在 含 抗生素 的 平板 培养 基 上 。 
涂 布 时 可 使 用 扩散 棒 , 也 可 加 入 顶 琼 脂 培养 基 铺 布 的 方法 。 顶 琼脂 培养 基 铺 布 方法 如 下 : 
将 融化 的 顶 琼脂 培养 基 在 43°C 左右 保温 , 取 合适 量 的 转化 细胞 加 入 2 一 3ml 顶 琼脂 培养 
基 中 , 混 匀 后 ,迅速 倒 人 固体 平板 培养 基 上 转动 平 中 ,使 之 分 布 均匀 。 

(12) 将 涂 布 好 的 平 严 在 室温 放置 20 PSHE Ieee (SE a HR ie Ua AR SS FER WB TAR 
HBR pr 声 

(13) OF MLE LY he 9. eaemhnte, Ate 12—14 [nt EOATAS, | 

ALBEE AM DNA 转化 细菌 细胞 ， AEE EEE Oto 在 
转化 时 要 注意 以 下 问题 : 

C1) 低温 对 Ca 介 导 DNA 的 转化 是 必须 的 ， 氧化 钙 处 理 时 一 定 要 在 低温 条 件 下 
进行 。 

(2) 用 于 转化 的 细菌 细胞 在 对 数 生长 期 的 转化 能 力 最 高 ,静止 生长 期 以 后 ,转化 能 力 
逐渐 丧失 。 


二 、 和 氢化 钙 - 氯 化 锣 法 


氢化 钙 和 氧化 锦 协 同 处 理 受 体 菌 ,可 增加 大 肠 杆菌 许多 菌株 的 转化 能 力 。 


(—) 试剂 和 材料 
YK 1; | 
10mmol/L MOPS (morpholinopropane sulfonic acid) 
mud fL RbCl 
pH 7.0 
溶液 II: 


0.lmol/L “MOPS 
50 mmol/L CaCl, 
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10mmol/L RbCl 


pH 6.5 
二 甲 亚 硕 : 光谱 纯 
LB AH 
Re AK 10g/L 
Boke 5g/L 
氧化 钠 58/ 工 
pH 7.5 
平板 培养 基 
fe AR 10¢/L 
aaa 58/ 工 
氧化 钠 58/ 工 
琼脂 10g/L 
pH .56 


《二 ) 操作 


(1) 将 受 体 菌 种 在 平板 培养 基 划 线 , 于 37sc 培养 箱 活化 过 夜 。 

(2) 挑选 单 菌 落 接 人 LB 肉 汤 ,，37%C 震荡 过 夜 。 

(3) 从 上 述 培养 液 中 取 0.5m1， 转 人 50ml LB AH, 37°C 震荡 2 一 4 小 时 ， 到 细菌 
密度 大 约 为 5 X 10’/mlo 

(4) 将 细菌 培养 液 于 4°C FF 3,500r/min 离心 15 分 钟 。 

(5) 倾 去 上 清 液 ,将 细胞 轻 轻 地 重新 悬浮 于 25ml 高 压 灭 菌 的 溶液 中 。 

(6) 再 于 4% 下 3,500r/min 离心 15 分 钟 。 

(7) 倾 去 上 清 液 ,将 细胞 轻 轻 地 悬浮 于 25ml 高 压 灭 菌 的 溶液 I 中 。 

(8) 将 细胞 悬浮 液 于 冰 浴 中 放置 15 分 钟 

(9) 每 次 转化 取 细 胞 悬 泽 液 ml, 4°C 下 3,500r/min 离心 15 分 钟 。 

(10) 尽量 倾 尽 上 清 液 ,再 将 细胞 重新 悬浮 于 0.2ml 高 压 灭 菌 的 溶液 IL 中 。 

(11) 在 0.2ml 细胞 悬浮 液 下 如 人 ;34L — PW, lod 以 下 体积 的 待 转化 重组 
DNA (1 一 200ng )o 

(12) 冰 浴 中 放置 30 分 钟 。 

(13) 再 于 43—44°% 水 浴 中 保温 30 Bb, 

(14) 加 入 5ml LB AY, 37°C 保温 1 小 时 后 即 可 涂 布 平板 。 

+E: 二 甲 亚 砚 的 氧化 物 对 转化 有 很 强 的 抑制 作用 ， 需 要 将 新 鲜 的 光谱 纯 三 甲 亚 砚 
分 装 成 小 包装 , 封 好 放 于 二 .70%c 保存 ,每 个 小 包装 启封 后 只 能 用 一 次 。 


三 、 大 肠 杆菌 X1776 的 转化 


大 肠 杆菌 X1776 用 常规 的 钙 处 理 方法 进行 转化 时 效果 往往 不 太 理 想 。 Norgard 等 
人 用 质粒 pBR322 对 大 肠 杆菌 X1776 转化 的 各 种 最 适 条 件 进行 了 摸索 ， 在 此 基础 上 
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Hanahan 制定 了 下 述 转化 方案 。 
(—) 试剂 和 材料 


- X1776 培养 基 
ik A 25g 
BoE 7.5 
Imol/L Tris-HCl 20ml 


pH 7.5 
定 容 到 一 升 , 高 压 灭 菌 后 , 冷 到 50C 以 下 时 加 入 以 下 成 分 : 
imol/L MgCl, 5ml 
1% 二 氮 基 庚 二 酸 10ml 


0.4% fie 10ml 
20% 葡萄 糖 25ml 
除了 MgCl 可 用 高 压 灭 菌 外 , 另外 三 种 用 消毒 的 硝酸 纤维 素 蜡 GLE 0.45pm) Wee 
HB, 
FEAR 
RbCl 100m mol/L 
~ MnCl, 45m mol/L 
CaCl, 10m mol/L 
LiCl 0.5m mol/L 


酮 酸 钾 35mmol/L (pH 6.2) 
葡萄 糖 15% 〈 超 纯 ) 
pH 5.8 
缓冲 液 的 制备 : 先 溶解 其 他 成 分 , 再 加 入 固体 RbCl 和 MnCl:， 并 用 稀 醋 酸 仔 细 调 
节 pH 到 5.8。 
(二 ) 操作 
C1) 将 大 肠 杆 菌 在 平板 培养 基 上 划 线 , 37°C 过 夜 进 行 活 化 。 
(2) 挑选 单 菌 落 , 接 人 5ml X1776 MARE 37%C 震荡 过 夜 。 
(3) 取 上 述 培养 液 0.5ml, 转 人 50ml 的 X1776 培养 基 中 ,震荡 培养 3 一 4 小 时 ,直到 
细菌 密度 大 约 为 5 X 10’/mlo 
(4) ¥F 4% F 3,500r/min 离心 10 分 钟 。 
(5) MALIK. A 10ml 冰 浴 预 冷 的 转化 缓冲 液 温和 悬 序 细 胞 ,将 细胞 悬 序 液 在 冰 
浴 中 放置 5 分 钟 。。 
(6) F 4c F 3,500r/min 离心 细胞 悬浮 液 5 分 钟 。 
(7) MELAR, ,重新 将 细胞 轻 轻 悬浮 于 在 2ml 冰 浴 中 预 冷 的 转化 缓冲 液 中 。 分 装 
FRASER REE Eppendorf 离心 管内 ,每 管 0.2mlo 冰 浴 中 放置 5 分 钟 。 
(8) 每 管 中 加 入 7Al 光谱 纯 二 甲 亚 页 (DMSO), 再 于 冰 浴 中 放置 15 分 钟 ( 二 甲 亚 
RAS RE LAAT AE). 
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(9) RMAFK-CLBBH,— 55° 冷冻 20 H. 

(10) 放 人 室温 水 浴 中 迅速 融化 冰冻 细胞 。 融 化 后 , 革 到 水 洽 中 放置 5 分 名 

(11) 加 入 7pkl DMSO， 混 匀 后 再 于 冰 洽 中 放置 5 一 10 分 钟 。 AOR! 

(12) 加 入 1 一 25ng 待 转化 的 DNA〈 总 体积 1 一 10wl)， 混 匀 后 冰 浴 中 放置 10 一 
30 分 钟 。 

(13) 在 干冰 -乙醇 洽 中 冷冻 30 一 60 种 。 

(14) 在 室温 水 浴 中 迅速 融化 后 ,放置 到 冰 浴 中 。 

(15) 将 细胞 转 人 42°C KBH 1 分 钟 , 或 37%c 水 浴 中 两 分 钟 。 

(16) 再 加 入 lml X1776 培养 基 , 混 匀 后 于 37C 保温 。 如 用 于 四 环 素 筛 选 放 置 30 
分 钟 ,如 用 于 氨 某 青霉素 或 卡 那 霉 素 则 放置 1 小 时 。 

(17) 随后 即 可 在 选择 性 平板 上 涂 布 。  - 

本 方法 不 但 适用 于 大 肠 杆 菌 X1776 菌株 , 略 加 改动 后 《转化 缓冲 液 中 不 加 LiCl 和 
MgCl, 并 省 去 步骤 (9) 和 (13) 的 冷冻 ) ,同样 可 用 于 大 肠 杆菌 ..:C600、DHI 、MM294 Seq 
fo 但 个 适用 于 HB101 菌株 。 

大 肠 杆菌 X1776 菌株 对 去 污 剂 非 常 敏感 ， Se FA LAA CCIM PPE 

为 了 提高 转化 效率 ,在 转化 过 程 中 要 注意 上 述 对 寄主 细胞 的 处 理 条 和 件 ， 以 保持 寄主 细 
胞 的 良好 的 感受 态 。 另 外 , 外 源 DNA 的 大 小 和 结构 也 对 转化 效率 有 很 大 影响 。 一 般 说 
来 ,分 子 越 小 ,转化 效率 越 高 ; 环形 分 子 的 转化 效率 比 线形 分 子 的 转化 效率 要 高 得 多 。 共 
价 闭 环 的 超 盘旋 的 质粒 DNA 比 同 种 线形 DNA 分 子 的 转化 效率 高 上 千 倍 。 因 此 ， 在 转 
化 前 要 尽量 保证 重组 DNA 为 完整 的 环 状 分 子 。 


四 、 重 组 DNA 克隆 的 初步 短 先 


志 锥 转化 后 得 到 的 大 量 菌 落 中 初步 筛选 可 能 含有 重组 DNA 的 克隆 , 最 简便 快速 的 方 
法 是 与 微生物 技术 配合 的 遗传 学 方法 。 目前 经 常 使 用 的 基因 载体 都 携带 选择 性 遗传 标 
记 ， 或 具有 一 种 可 供 选 择 的 遗传 学 特性 。 例 如 常用 的 质粒 载体 一 般 具 有 抗 药性 标记 或 营 
养 标记 ,而 噬菌体 载体 形成 的 噬 菌 斑 本 身 就 是 可 供 挑选 的 遗传 学 特性 。 eC 

利用 载体 DNA 的 遗传 学 特性 进行 筛选 是 初 得 的 第 一 步 ， 随 后 可 应 用 插 人 失 活 的 原 
理 区 分 重组 DNA 和 载体 DNA 自身 连接 所 形成 的 菌落 。 以 下 用 质粒 pBR322 A M13 
Ma DNA 为 例 , 说 明 利用 基因 载体 的 选择 性 标记 进行 初 得 的 基本 原理 。, 


(—) 质粒 PBR322 为 基因 载体 的 筛选 


质粒 pBR322 是 分 子 克隆 中 使 用 最 广泛 的 基因 载体 之 一 ,关于 质粒 pBR322 HOF 
生物 学 特性 ,第 二 章 已 有 详细 介绍 。 它 具有 两 个 抗 药性 标记 ,一 个 是 氨 葵 青霉素 (Ap)- 抗 
性 , 另 一 个 是 四 环 素 〈《Tc) 抗 性 。 用 质粒 PBR322 作 基 因 载 体 时 ， 常 常 是 将 外 源 基因 插 
人 其 中 一 个 抗 性 基因 中 。 外 源 基 因 插 人 后 , 则 引起 这 个 抗 性 基因 失 活 ,在 转化 受 体 菌 细胞 
后 ,可 直接 在 平板 培养 基 上 筛选 单 抗 性 克隆 。 例 如 ,外 源 基因 插 人 Bam 了 HI 位 点 后 ,引起 
Ap 抗 性 基因 失 活 ， 转 化 后 的 受 体 菌 细胞 直接 涂 布 到 含有 Ap 的 平板 培养 基 上 《一 般 含 
Ap 40wg/ml 左右 )， 在 Ap HHL, 不 具有 Ap 抗 性 的 受 体 菌 细胞 不 能 生长 。37% 
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培养 过 夜 后 ,再 将 转化 后 的 细胞 形成 的 菌落 按 相同 顺序 接种 到 含有 ApP(40mg/ml) 和 Te 
《25ug/ml) 的 平板 培养 基 上 。 在 Ap 培养 基 上 生长 而 在 Tc 养 培 基 上 不 能 正常 生长 的 
单 抗 性 菌落 , 即 可 能 是 含有 重组 DNA 的 克隆 。 在 两 种 抗菌 素 培养 基 上 都 能 生长 的 双 抗 
性 菌落 ， 则 是 载体 pBR322 DNA 自身 连接 后 转化 细胞 所 形成 的 菌落 。 这 样 可 以 方便 地 
初步 选 出 所 期 望 的 克隆 。 


(=) M13 鸣 菌 体 为 基因 载体 的 筛选 


M13 MRE KR DNA 是 单 链 环 状 DNA。 但 在 细胞 内 的 复制 型 DNA RH DNA, 
双 链 复制 型 M13 DNA 可 用 作 基 因 载 体 。 由 于 分 刻 到 细胞 外 的 或 熟 M13 噬菌体 的 
DNA 是 单 链 的 ,因此 在 DNA 序列 测定 中 是 常用 的 基因 载体 。 M13 MRR EAD 
斑 的 大 小 与 插 人 的 外 源 DNA 片段 的 大 小 成 反比 ， 这 可 作为 一 个 方便 的 筛选 标记 。 但 是 
小 吧 菌 斑 的 形成 可 受 其 他 因素 的 影响 ， 因 此 用 这 个 性 质 筛 选 并 不 十 分 可 靠 。 不 过 目前 经 
过 人 工 组 建 的 M13 REA DNA 的 千 生 物 都 易于 筛选 ， 这 是 因为 它们 分 子 中 都 插入 了 
乳糖 操纵 子 的 一 部 分 ,含有 半 乳 糖苷 酶 基因 。 在 此 基因 产生 的 半 乳 糖苷 酶 的 和 用 下 , M13 
WES ATES A PAS -8-D mite Slee (IPTG) 和 5-jR-4-SA-3-15|R-B-D 半 乳 糖 背 
(X-gal) WM PRBAR LEMAR 4REARA+IEEREADH, WA 
再 产生 有 活性 的 半 乳 糖苷 酶 ,使 IPTG 和 X-gal 不 再 产生 蓝 色 反 应 , 只 能 形成 无 色 透 明 
ARSE Akt, 可 以 根据 颜色 区 分 重组 体 M13 DNA 和 载体 M13 DNA 形成 的 噬 菌 
BE o 

根据 基因 载体 的 遗传 学 特性 进行 筛选 常常 可 达到 事半功倍 的 效果 。 因 此 ,重组 DNA 
转化 受 体 细胞 后 ,一 般 先 利用 基因 载体 的 遗传 学 特性 进行 初 筛 , 然后 再 进行 进一步 的 筛选 
和 鉴定 。 除 去 利用 基因 运载 体 的 遗传 学 特性 进行 筛选 外 ， 有 时 也 可 利用 外 源 基 因 的 遗传 
学 特性 进行 筛选 。 如 果 含 有 外 源 基 因 的 重组 体 在 受 体 细胞 内 得 到 了 表达 ， 并 且 这 个 外 源 
基因 的 表达 产物 和 受 体 细 胞 的 营养 缺陷 株 之 间 有 互补 作用 ， 则 含 这 种 重组 DNA 的 缺陷 
型 受 体 细胞 表现 出 非 缺 咯 型 的 遗传 学 特性 ， 从 而 可 筛选 出 我 们 期 望 的 克隆 。 但 由 于 这 种 
筛选 方法 限制 因素 很 多 ， AB BHR FA Bh RES BASE Ee AYE Fe RI 
因此 ,这 种 互补 选择 法 远 不 如 载体 筛选 法 应 用 广泛 。 


二 市 重组 DNA 克隆 的 核酸 杂交 箭 选 方法 
一 、 菌 落 杂 交 


菌落 杂交 方法 在 筛选 工作 中 被 广泛 使 用 , 它 的 最 大 优点 是 通用 性 比较 强 , 可 以 用 来 检 
测 任何 一 种 插 人 的 DNA 序列 。 这 种 方法 依据 的 是 核酸 分 子 杂 交 的 原理 ;而 不 以 插 人 的 
DNA 序列 能 否 实现 基因 表达 为 前 提 ， 因 此 ， 只 要 有 可 利用 的 标记 探 针 就 可 检测 重组 
DNA。 关 于 核酸 探 针 的 标记 方法 ， 在 本 书 上 册 第 一 章 已 有 介绍 , 这 里 只 介绍 菌落 杂交 的 
方法 。 
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(和 和 


| 变性 溶液 

NaOH 0.5mol/L 
NaCl 1.5mol/L 

中 和 溶液 
Tris-HCl 0.5mol/L 
NaCl 3mol/L 
pH 7.0 

预 杂 交 溶 液 
6 X SSC 
SDS 0.5% 


(1 x SSC % 0.015mol/L 柠檬 酸 钠 ，0.15mol/ 工 NaCl) 
1 x Denhardt 溶 流 ( 含 非 可 \ 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 和 牛 血清 清 蛋白 各 为 0.02 多 ) 
杂交 溶液 
2 X SSC 
1 X Denhardt 溶液 
SDS 0.5% 
PRA IR 25mmol/L 
EDTA 2mmol/L 
pH 7.2. 
洗 膜 溶液 
2 x SSC 
SDS 0.5% 


(=) 操作 


Cl) 硝酸 纤维 素 膜 的 处 理 。 把 硝酸 纤维 素 膜 (孔径 0.45 wei: BRA 8cm 左右 的 
圆 片 ( 略 小 于 培养 四 的 内 径 )， a EP ie 高 压 消 毒 。 也 可 用 紫外 灯 在 无 菌 柄 中 
每 面 照 射 30 分 钟 进行 消毒 。 

(2) 滤 膜 菌落 和 参 比 菌落 的 制备 。 硝酸 纤维 素 膜 作 好 记号 后 ， PARTIR 脂 培养 基 平 
焉 上， 用 扩散 棒 除 去 膜 与 培养 基 之 间 的 气泡 。 大 约 一 分 钟 后 ， 培 养 基 即 可 将 滤 膜 均匀 浊 
温 。 然 后 用 消毒 牙签 在 滤 膜 上 接种 单 菌 落 。 37%C 培养 2 一 3 小 时 ， 待 菌落 直径 大 约 为 1 
mm 使 硝酸 纤维 素 膜 菌落 面向 上 ， 移 到 另 一 块 含 氧 霉 素 〈170wg/ml) 的 琼脂 培养 基 平 
MM , 37°C 培养 15 一 20 小 时 以 扩 增 质粒 。 :在 滤 膜 上 扩 增 质粒 的 同时 ,在 另 一 块 琼 脂 培养 
基 平 四 上 按 祖 同 顺 序 和 位 置 转 种 , 作 好 顺序 记号 ， 作 为 菌落 参照 系 , 37%C 培养 过 夜 ,，2 一 
4°C 密闭 保存 

(3) BARRA DNA 的 变性 及 固定 。 氧 霉 素 扩 增 后 ,把 滤 膜 从 平 血 中 取出 ， 菌 沙 
面 朝 上 ,放置 于 滴 有 一 薄 层 变性 溶液 的 塑料 膜 上 。 5 一 10 分 钟 后 移 到 干 滤纸 上 吸 干 碱 沪 。 
再 使 菌落 面向 上 放置 于 滴 有 一 薄 层 中 和 盗 液 的 塑料 膜 上 ,中 和 两 次 ， 每 次 15 分 钟 。 室 温 
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fait a, 80°C 真空 干燥 2 小 时 。 

为 确保 细菌 细胞 或 DNA 在 操作 时 不 发 生 移 位 ， 也 可 用 以 下 方法 进行 。 WIRE 
后 yw 菌落 面向 上 KM 4 层 用 变性 溶液 浸透 的 Whatman 3MM 滤纸 上 as 5 分 钟 后 把 滤 膜 
放 到 一 合适 的 抽 滤 器 上 ,用 水 泵 抽 至 菌落 接近 于 燥 ;(4 一 2 分 钟 )。 然后 用 120ml 中 和 沪 
5} 4 Rh HR, STA, 70°C 真空 干燥 两 小 时 。 

G4) 杂交 。 用 同位 素 标 记 的 DNA ARIE IRR AARC, F 60° 
预 杂 交 6 小 时 。DNA RHBHERMAARRAKH, RATRBRRASEE DNA 探 
针 的 杂交 溶液 中 ,55%c 杂交 16 一 24 小 时 。 探 针 的 用 量 一 般 为 10 一 10'cpmymle ATW 
约 探 针 * 也 可 用 以 下 方法 :， 预 杂 交 后 ,将 膜 取出 ,于 60°C 干燥 15 分 钟 , 用 1 一 2ml 含 变 性 
DNA 探 针 的 杂交 流 浸 湿 滤 膜 ,在 矿物 油 中 55%c 杂交 16 一 24 小 时 。 

杂交 后 , 滤 膜 用 洗 膜 溶液 于 60"@ 洗 3 次 ,每 次 45 分钟。 
= 沁 如 果 用 标记 的 ,RNA 作为 杂交 探 针 , 则 可 省 去 预 杂 交 步 又, 直接 将 膜 淄 人 含 RNA 探 
针 的 .5 X SSC 溶液 中 进行 杂交 。, 55%c 杂交 16 一 24 小 时 后 ， 滤 膜 用 .2 X SSC 洗 两 次 ， 
每 次 30 分 钟 , 再 用 50ml & 20yg/ml RNase A AY 2 X SSC 洗 30 分 钟 。 

GS) 放射 自 显 影 。 膜 洗 好 后 ,用 滤纸 吸 干 ， AL 5 放大 暗盒 ; 压 好 
习 光 片 和 增 感 屏 , 于 一 ;60% 冰箱 曝光 。 

菌落 杂交 与 DNA WRB BA RAR XK, 后 者 一 般 只 有 DNA, TH 
杂交 时 许多 细胞 成 分 与 DNA 一 起 形成 痕 斑 ,即使 经 过 固定 步 又 之 后 ，DNA 与 膜 的 结 
合 仍然 不 很 宰 固 。 因 此 ,菌落 杂交 与 纯 核 酸 的 杂交 最 适 温度 不 同 , 一 般 温 度 略 低 一 些 可 防 
ik DNA 从 膜 上 脱落 。 

菌落 杂 s 交 时 ,硝酸 纤维 素 膜 要 经 过 碱 溶 液 处 理 。 膜 经 碱 处 理 之 后 变 脆 ,因此 ， 随 后 的 
杂交 和 压 和 X 光 片 时 ,操作 必须 小 心 ,以 免 膜 破碎 s 


二 、 重 组 叹 菌 体 DNA 的 杂交 筛选 


菌落 杂交 方法 经 过 适当 修改 即 可 用 于 叹 菌 开 的 躲 选 。 最 初 Kramer 等 人 用 和 菌落 杂 
交 祖 似 的 方法 筛选 含 重组 DNA 的 吻 菌 班 ;好 挑 取 单 个 只 菌 斑 , 按 顺序 点 到 生长 有 寄主 细 
胞 的 硝酸 纤维 素 膜 上 ,培养 一 段 时 间 后 ,将 生长 有 噬 莫 斑 的 硝酸 纤维 素 膜 碱 变性 和 DNA 
固定 ,再 用 标记 的 核酸 探 针 进 行 杂 交 和 放射 自 显影 。 这 个 方法 也 具有 很 高 的 灵敏 性 ,但 需 
要 逐个 挑 取 吻 菌 斑 , 比 较 费时 5 为 了 加 快 筛选 速度 ，Benton 和 Davis 设计 了 另 一 种 方法 。 
即 把 硝酸 纤维 素 膜 放置 在 经 过 转化 和 培养 的 含 噬 菌 刘 的 琼脂 平板 表面 土 ， 使 滤 膜 和 噬 菌 
PARE. MOMBASA BRL ,随后 进行 变性 :固定 和 杂交 。 由 于 省 去 了 挑 取 
噬 菌 班 ,大 大 加 快 了 筛选 速度 。 但 是 ,由 于 膜 上 的 噬菌体 DNA 比较 少 ,， 大 大 降低 于 灵敏 
HE. Savio 将 两 种 方法 的 优点 结合 起 来 ,建立 了 灵敏 ,快速 的 下 述 簿 选 方法 。 


(—) 试剂 
见 本 节 菌 落 杂交 。 


sttSe 


(=) 操作 


Oe ee eee feo 
4), ASREDAIS BS KA—P ROA, SERB 20 分 钟 。 

将 培养 好 的 受 体 细菌 用 液体 培养 基 稀 释 10 ASRS SRR ARE 
后 的 细胞 悬浮 液 。 取出 已 包 上 一 层 细胞 的 硝酸 纤维 素 膜 ,， 放 到 一 张 经 过 高 压 灭 菌 的 
Whatman 3MM 滤纸 上 ,再 把 膜 转 到 第 二 张 灭 菌 的 干燥 Whatman 3MM 滤纸 上 ,室温 千 
HR 30—60 分 钟 。 然后 将 受 体 菌 的 硝酸 纤维 素 膜 平 铺 到 待 筛 选 的 长 有 叹 菌 玫 的 琼 阳 培养 
基 平 板 上 《和 整个 过 程 要 在 无 苗 顶 中 进行 ), 随后 在 4 冰箱 放置 10 到 30 SSE MER 
散 转移 。 

吻 菌 体 转 移 后 , 按 硝酸 纤维 素 膜 十 的 记号 ,将 平板 标 好 方向 。 再 将 硝酸 纤维 素 膜 从 平 
板 培养 基 上 轻 轻 揭 下 来 (一般 涂 布 含 噬菌体 的 平板 时 ,最 上 面 是 一 层 06% 的 顶 琼脂 培养 
基 , 操 作 时 一 定 要 小 心 ， 防 止 把 平板 表层 揭 坏 )。 ellkieteieiaisic Wie 
EGE @ (He fh A BERI— IIL), F 37°C Rit Ko 

在 此 过 程 中 , 膜 上 上 的 受 体 菌 生 长 繁殖 ;而 从 原平 板 上 转 到 膜 上 的 噬菌体 也 同 时 进行 
ot, Meth Leh tree Fare te 
平板 放 4°C URFUER FR TYRE EE LAO BT HR AR 

(2) task DNA aA HERIIee, de Roe Meee ateo sense ese MEN R B BCS 放 
到 用 变性 溶液 浸 温 的 Whatman 3MM 滤纸 上 , 室温 变性 10 一 15 分 钟 。 然 后 放 到 用 中 和 
WIKIA Whatman 3MM 滤纸 上 中 和 两 次 , 每 次 30 分 钟 。 再 将 膜 放 在 千 净 的 着 纸 土 
室温 晾 干 后 ;于 70°C 真空 干燥 2 小 时 。 

(3) 杂交 和 放射 自 显影 见 本 节 菌 落 杂交 。 


(=) 噬菌体 转移 时 应 注意 的 问题 


本 方法 省 去 了 挑 取 单 个 噬 菌 斑 的 步骤 ， 经 过 叹 菌 体 的 转移 和 扩 增 又 保证 了 有 足够 的 
MEER DNA 用 和 于 随后 的 原 位 杂交 ,从 而 可 进行 快速 灵敏 的 星 选 。 整 个 操作 过 程 中 鸣 菌 体 
的 转移 是 最 关键 的 一 步 。 只 有 转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 的 哦 菌 开 在 数目 和 位 置 上 与 原来 的 
平板 一 致 ,才能 进行 成 功 的 筛选 为 了 做 到 这 一 点 ， 硝 酸 纤维 素 膜 用 受 体 菌 悬 浮 液 淄 过 之 
后 ,必须 放 到 于 燥 的 Whatman 3MM 滤纸 上 吸 干 ;充分 吸 干 后 的 膜 铺 到 含 哦 菌 班 的 平板 上 
后 ,在 平板 培养 基 中 的 深入 慢 慢 浸 误 膜 的 同时 ,噬菌体 颗粒 按 原 位 向 上 扩散 到 硝酸 纤维 素 
BE ,就 可 得 到 与 原平 板 完全 一 致 的 复制 品 。 如 果 将 很 混 的 膜 铺 到 含 噬 菌 斑 的 平板 士 * 膜 
上 的 咨 液 则 向 下 扩散 ,不 但 影响 喉 菌 体 向 膜 上 转移 ， Bi EL SFC A 
扩散 ,从 而 使 转移 失败 。 


Ba PBC ih eH 


抗原 与 对 应 的 抗体 之 间 可 发 生 特异 反应 ,根据 这 个 原理 可 设计 免疫 化 学 的 筛选 方法 。 
免疫 化 学 方法 的 优点 是 它 不 依赖 外 源 基因 和 载体 为 寄主 细胞 提供 选择 性 遗传 标记 ， 也 不 
依赖 于 外 源 基因 与 寄主 细胞 之 间 的 功能 互补 ， 甚 至 也 不 依赖 于 外 源 基因 所 编码 的 多 肽 得 


el20。 
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种 方法 进行 筛选 。 随 着 基因 工程 研究 的 发 展 ， 目 前 已 经 建立 了 几 种 比较 灵敏 快速 的 政 射 
性 抗体 筛选 方法 。 


一 、 抗 体 的 制备 


被 免疫 的 动物 放血 后 , 取 血 10 一 20ml, 在 室温 下 放置 2 小 时 ,血块 用 玻璃 棒 的 松散 ， 
4sC ,放置 16 小 时 ;凝血 块 经 离心 人 10,000g) 15 分 钟 去 掉 。 土 清 液 部 分 加 入 固体 硫酸 狠 
到 50% 饱和 度 ( 每 毫升 血清 加 0.313g MRR), £ 4"c 轻 轻 摇动 使 硫酸 镁 溶解 。 于 4”C 离 
(9,000) 15 分 钟 后 去 上 清 液 , 将 沉淀 溶 于 原 体积 的 10mmol/L 磷酸 钾 缓 冲 液 (pH 
6.8), 再 加 硫酸 铵 到 50% 饱和 度 ， 同 样 条 件 离心 ， 收集 沉淀 用 原 体积 的 PBS BR 
(10mmol/L 磷酸 钠 ，0.14mol/L NaCl, pH 7.0) 溶解 ;并 对 PBS 透析 。 


二 、 抗 体 的 纯化 


用 于 同位 素 标记 的 抗体 还 需要 作 进 一 步 的 纯化 ， 比 较 好 的 纯化 方法 是 亲 和 层 析 。 一 
般 是 将 抗原 蛋白 分 子 共 价 结合 到 用 CNBr 活化 的 琼脂 糖 颗粒 上 ,然后 将 抗体 粗 制 品 通过 
抗原 琼脂 糖 柱 ; 进 行 亲 和 层 析 , 即 可 分 离 得 到 比较 纯净 的 抗体 制品 。 


(—) 琼脂 糖 4B 的 活化 


15ml 的 琼脂 糖 4B 用 蒸馏 水 充分 洗涤 ， 在 显微镜 下 检查 有 无 细菌 污染 ， 并 去 除 破碎 
颗粒 。 在 冰 浴 中 用 等 体积 的 冷 蒸馏 水 悬 译 ,并 通过 蔽 拌 在 整个 反应 过 程 中 保持 悬 序 状态 。 
用 :10% 的 .NaOH 将 悬 译 流 调 到 pH KAHN 11. 每 30ml BSRMA 4g CNBr, ER 
应 申 随时 监测 jpH， 并 通过 滴 加 109 NaOH 以 保持 pH 在 10.8 一 11.2。 反 应 终 赴 倾 去 
土 清 液 ; 将 琼脂 糖 #B 颗粒 倒 人 玻璃 沙 世 漏斗 内 ,迅速 用 5 倍 体积 预 冷 的 PBS 溶液 (10m 
mol/L 磷酸 钠 ，pH9.5，0.142mol/L NaCl) 充分 洗涤 , 为 了 加 快 冲洗 速度 可 用 水 泵 温和 
(=) 亲 和 层 析 

将 1g 制备 好 的 活化 琼脂 糖 4B 加 到 4ml SA 10 一 20mg 抗原 蛋白 质 的 0.1mol/L 
碳酸 钠 溶 液 中 (pH9.0)。 反 应 混合 物 温 和 震荡 1 小 时 后 ， 于 4sC 放置 过 夜 。 离 心 去 上 清 
波 , 将 琼脂 糖 4B 倒 人 50ml 乙醇 胺 溶液 中 (lmol/L 乙醇 胺 ，0.1mol/L 碳酸 钠 ，pH8.0)， 
于 4sC 放置 4 一 6 小 时 ， 以 封闭 活化 的 琼脂 糖 :4B: 的 剩余 的 活性 基因 。 离 心 去 上 清 液 ， 用 
PBS RK (10mol/E 磷酸 钠 ，pH7.2，15m mol/L NaCl) 洗 两 次 。 将 洗 好 的 抗原 -琼脂 
糖 4B 装 人 小 层 析 柱 内 (1.5 X 4cm)。 为 了 去 除 未 能 共 价 结合 但 已 经 吸附 到 琼脂 糖 4B 上 
的 抗原 蛋白 质 分 子 ， 河 用 以 下 两 种 溶 该 交替 地 连续 洗 柱 : @ RRA (0.1lmol/L Be 
PRA, lmol/L NaCl, pH4.8) 50ml; @ 碳酸 缓冲 液 (0.lmol/L RRR, 1mol/L 
NaCl, pH7.6) 50ml。 洗 完 三 个 循环 之 后 ,用 上 述 的 PBS 溶液 .50ml 平衡 层 析 柱 AS 
将 抗体 粗 提 物 上 样 。 样 品 进 入 柱 床 后 ,至 少 先 要 保持 30 分 钟 以 上 ,以 使 抗体 和 抗原 结合 。 
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然后 用 50ml PBS 溶液 洗 柱 ,再 用 :50ml LRA MRM SMe eRES Kk. BA 
用 4.5mol/L 的 : MgCl 或 用 0.1mol/L 的 甘氨酸 (pH2.8) 洗 脱 抗体 蛋白 质 z 


三 、 抗 体 蛋 白质 的 1 标记 


在 氧 胺 工 等 氧化 剂 存在 时 ,可 用 Nel 标记 蛋白 质 , 但 反应 条 件 比 较 剧 烈 7 易 引 起 蛋 
白质 变性 。 用 乳糖 过 氧化 物 氧化 酶 为 催化 剂 ; 以 过 氧化 氢 为 氧化 剂 , 进 行 标记 反应 时 ， 条 
件 温 和 不 会 导致 标记 蛋白 质 的 变性 。 : 在 溶液 中 进行 标记 时 酶 蛋白 会 造成 污染 ， 因 尼 ; 
David 等 人 将 乳糖 过 氧化 物 酶 共 价 连结 到 琼脂 糖 4B 上 ,再 用 固 相 酶 催化 标记 反应。 这 种 
方法 避免 了 酶 蛋白 对 标记 蛋白 质 的 污染 ， UGA. LCE ee SDS 等 变性 剂 存 
在 时 也 能 进行 有 效 的 标记 。 


(—) 固 相 乳 糖 过 氧化 物 酶 的 制备 


用 上 述 方法 以 CNBr 活化 琼脂 糖 4B。 取 活化 好 的 琼脂 糖 4B 倒 人 5ml 含 Img & 
右 的 乳糖 过 氧化 物 酶 的 PBS 溶液 中 (10mmol/EL PABA, 0.14mol/L NaCl, pH 7.0), 
于 4sC 震荡 过 夜 ， 再 用 冷 PB 溶 夜 充分 洗 桨 。 然后 重新 悬浮 于 磷酸 -甘氨酸 缓冲 该 中 
(2.0mol/L 甘氨酸 ，10mol/L 磷酸 钠 ，pH7.5)。4sC 放置 5 小 时 ， 充 分 洗涤 后 存放 于 含 
10°mol/L 硫酸 盐 的 PBS 溶液 中 。 


《二 )“ 工 标记 


固 相 乳糖 过 氧化 物 酶 用 前 需 用 PBS 溶液 充分 洗涤 。 在 Eppendorf 管内 依次 加 大 下 
述 反 应 组 分 : 50ul 的 10 X PBS 溶液 , 非 标记 KI 溶液 (到 终 浓度 10’mol/L), 0.5mCi 
放射 性 Nal (—f% Nal 是 溶 于 0.lmol/L 的 NaOH 溶液 中 ， 所 以 随后 应 加 大 等 体 
积 0.lmol/L 的 HCl 溶液 中 和 7)，10ul 的 固 祖 乳糖 过 氧化 物 酶 ， 最 后 加 类 终 浓度 为 
10°—10“‘mol/L 的 HO 《反应 体积 为 0.5ml 左右 )。 立 刻 封 口 进行 反应 。 把 应 过 程 中 
不 停 地 震荡 ,以 保持 固 相 酶 的 悬浮 状态 ,室温 反应 10 分 钟 后 加 入 1/100 体积 的 2.5mol/L 
NaN; 终止 反应 。 反 应 终止 后 ,加 少量 固体 非 放射 性 人 1。 为 了 减少 随后 操作 的 损失 ， 也 
可 加 少量 载体 蛋白 。 标 记 混 合 物 用 琼脂 糖 G-25 柱 使 标记 蛋白 质 和 游离 号 1 mah 然后 
分 管 记 数 ,第 一 个 洗 脱 峰 为 标记 的 蛋白 质 。 
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、 澳 化 氰 活化 滤纸 法 


此 方法 是 先 将 抗体 与 溴 化 氨 活 化 的 湖 纸 结合 ， 然后 将 活化 庄 纸 同 琼脂 平板 上 的 裂解 
克隆 保温 ,表达 克隆 所 产生 的 抗原 将 与 活化 滤纸 上 的 抗体 结合 ， 再 经 过 与 ”1 标记 的 抗体 
保温 后 ,就 可 以 进行 放射 自 显 影 检 测 。 这 种 方法 使 用 “1 标记 的 抗体 ， 因 此 有 比较 高 的 灵 
敏 性 。 可 检测 出 50pg 的 抗原 。 
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(—) 省 化 氰 活化 滤纸 的 制备 


将 20 张 直径 为 9cm 的 Whatman 40 号 滤纸 用 0.1mol/L 的 碳酸 氢 钠 浸泡 15 分 钟 ， 
用 蒸馏 水 漂洗 后 备用 。 在 1L 烧杯 中 将 500ml 2.5mol/L 的 碱 性 磷酸 钾 (pH 11) 预 执 
% 50%, MA CNBr 12g， 边 加 边 揪 至 全 部 溶解 ,在 20 一 25%c 时 , 放 人 漂洗 后 的 滤纸 , 反 
应 中 不 时 轻 轻 摇动 烧杯 ,反应 进行 8 分 钟 (CNBr 有 毒 ， 操 作 要 在 通风 橱 中 进行 )。 倾 出 
CNBr 溶液 使 反应 停止 ,用 500ml 的 0.1mol/L NaHCO, 洗 两 次 ,每 次 5 张 滤纸 依次 通过 
250ml 0.1mol/ 工 NaHCO;, 250ml 水 ，200ml 50% 丙酮 (水 溶液 )，50ml 丙酮 抽 滤 , 滤 
纸 放 人 真空 干燥 器 中 干燥 ， 最 后 在 干燥 器 中 4%C 保存 。 活 化 滤纸 比较 稳定 ， 可 保存 几 个 
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(=) 抗体 的 结合 


30 一 60ul 抗 血清 在 培养 四 中 同 3ml 的 20mmol/L MARA HR (pH 6.8) 混 
合 ,如 果 抗 体 的 效 价 低 ; 地 可 多 用 些 抗 血清 。 将 每 张 活化 的 滤纸 放 人 一 个 培养 亚 中 ,使 纸 和 
平 四 之 间 不 要 有 气泡 ,并 且 保 持平 亚 水 平 。 用 石蜡 密封 后 在 4°C 下 至 少 18 小 时 。 滤 纸 取出 
后 放 人 含有 0.1mol/L 的 甘氨酸 、0.5% Fi BA. 0.14mol/L NaCl 和 10mmol/L 
ARRAN (pH-7.0) 的 溶液 中 ;每 张 滤纸 用 5ml， 置 37%C 下 保温 6 小 时 ， 此 时 滤纸 即 可 
使 用 。 如 不 立刻 使 用 ,于 '4。% 下 过 夜 后 ; 再 放 在 一 20%C 冰箱 备用 。 使 用 前 浸 类 含 5 多 后 
MMi. 0.14mol/L NaCl, 10mmol/L 磷酸 钠 (pH 7.0) 的 溶液 中 ， 每 张 滤纸 用 5ml。 浸 
泡 30 分 钟 后 ,再 用 25ml 的 此 溶液 抽 滤 冲洗 。 最 后 按 每 张 滤 纸 4ml 的 量 浸 泡 到 使 用 。 


《三 ) 克隆 的 裂解 和 抗体 滤纸 的 应 用 


将 用 重组 质粒 转化 后 的 克隆 在 S 琼脂 平板 培养 基 (每 升 含 胰 蛋 白 肛 32g、NaCl 5g, 
Mie 20g, SHR 15g, pH7.5) 上 生长 1 一 2 天 。 将 平板 倒 扣 在 预先 滴 有 lml 氯仿 
的 直径 为 7cim 的 Whatman 3MM 滤纸 上 ，, 30 分 钟 后 拿 开 平板 ,放置 1 小 时 。 然 后 在 平 
板 上 加 一 层 顶 琼脂 ， 此 顶 琼脂 层 中 含 1.5ml 顶 琼 脂 ( 每 100ml 含 lg REA. 0.82 
Difco 纯 琼 脂 、0.8g NaCl, pH 6.8), 100 zl 0.5% SDS #1 100pl 溶菌 酶 (12.5 mg/ 
ml)， 于 45°C 加 到 平板 上 。 顶 琼脂 凝固 后 , BAT PBS 溶液 〈《0.14 mol/L NaCl, 10m 
mol/L RRR, pH 7.0) 中 的 纯化 抗原 按 1ul 含 10ng, Ing 和 0.1ng WEA 
在 平板 上 作 阳 性 对 照 。 以 后 琼脂 板 上 的 滤纸 方向 就 通过 这 些 对 照 点 和 所 刺 的 位 置 记 号 来 
确定 。 再 将 共 价 结合 了 抗 血 清 的 滤纸 平 铺 于 琼脂 板 上 ,要 保证 纸 和 平板 之 间 不 能 有 气泡 ， 
土 面 再 加 5 一 10cm 的 粗 滤纸 , 于 室温 反应 5 一 9 小 时 ， 使 滤纸 上 的 抗体 和 菌落 中 可 能 含 
有 的 特定 抗原 结合 。 然后 每 次 取 4 张 滤纸 放 在 含有 5% 牛 血清 的 100ml PBS 溶液 中 轻 
轻 摇动 洗 1 一 2 小 时 。 每 张 滤纸 再 用 200ml AY PBS 溶液 抽 滤 冲洗 ， 最 后 每 4 张 纸 滤 一 
组 放 到 含 5% 牛 血清 的 PBS 溶液 中 。 


《四 ) ”I 标记 抗体 的 结合 和 放射 自 显 影 


将 上 述 浸 泡 滤纸 的 PBS IRA, IMA 10ml & 4 X 10%cpm AY I 标记 的 抗 
AYER 〈 此 盗 液 含 10mmol/L Tris-HCl, pH 7.5, 0.14 mol/L NaCl, 25% 牛 血 清 )， 


21236 


将 容器 盖 好 ,室温 下 轻 轻 摇动 5 一 7 小 时 ,然后 将 放射 性 溶液 倒 出 , 换 上 50ml 85% 牛 血 
请 的 PBS 溶液 , 30 分 钟 后 ,用 200ml PBS 抽 滤 冲洗 , 最 后 浸泡 于 PBS th 15 分 钟 后 取 
出 ,使 标记 面向 上 了 晾 于 , 压 好 X 光 片 后 * 于 低温 冰箱 放射 目 显 影 。 


A. Hie 


抗体 能 牢固 结合 到 塑料 面 上 ,并 且 保 持 与 抗原 结合 的 能 力 , 因 此 可 将 抗体 预先 结合 到 
合适 的 塑料 制品 (如 带 小 井 的 塑料 盘 、 小 塑料 珠 等 ) 的 表面 上 。 加 入 待 测 的 重组 DNA 3 
隆 的 粗 抽 提 物 后 共同 保温 ， 特 定 的 抗原 和 抗体 将 结合 。 冲洗 后 再 加 入 用 号 1 标记 的 同 种 
抗体 保温 , 则 放射 性 抗体 就 会 和 已 结合 到 冷 抗体 上 的 抗原 结合 。 经 充分 冲洗 后 进行 计数 ， 
根据 放射 性 强度 就 可 以 检测 出 所 需 的 克隆 。 


《一 ) 细胞 粗 抽 提 物 的 制备 


将 待 检测 的 克隆 转移 到 S 琼脂 平板 上 EAS REAR 25g NaCl 5g, BREF 
20g， 了 琼脂 15g8，pH7.5)， 每 个 平板 可 移植 50 个 克隆 左右 。 生 长 过 夜 后 ， 每 个 克隆 用 无 
菌 的 刮 义 刮 下 放 人 和 人 1.5ml AY 0.05mol/L Tris-HCl (pH7.5) 并 含有 0.5 毫克 溶菌 梅 的 
小 离心 管内 ,在 室温 下 保温 30 Da, BOC 下 1 小 时 ,然后 ,用 液 氮 冻 融 三 次 。 最 后 ;加 
AS FRRMABAREX 10 nmol/L, 37°C 处 理 10 分 钟 , 离 心 收集 上 清 , 即 可 用 于 
测定 。 


《二 ) 塑料 井 检 测 


7ug 抗体 溶 于 lml 的 10mol/L Tris-HCl (pH 9.2) 溶液 中 ;然后 取 抗体 咨 液 加 
到 塑料 微 滴 度 盘 的 每 个 井 内 ， 一 个 井 加 入 .150wl。 在 室温 放置 过 夜 ， 然 后 用 蒸馏 水 冲洗 
并 使 其 干燥 。 在 每 个 井 内 加 入 150 ul 的 待 检测 的 克隆 细胞 抽 提 物 ，37%C 保温 4 一 6 小 
时 ,并 轻 轻 震荡 , 保温 后 用 蒸馏 水 冲洗 ， 然 后 每 个 井 内 再 加 入 _150wul Hl 标记 的 同 种 
抗体 (标记 抗体 咨 于 10m mol/L Tris-HCl pH 7.5, 0.14 mol/L NaCl, 25% 小 牛 血清 
溶液 中 ,每 个 井 大 约 加 105cpm 计数 的 抗体 ), 在 室温 保温 过 夜 。 倾 去 溶液 ,用 ,0.8 多 Nacl 
溶液 充分 冲洗 后 干燥 。 将 每 个 并 切 下 后 分 别 记 数 , 如 同时 有 阴性 对 照 和 阳性 对 照 \ 即 可 根 
据 放射 性 强度 筛选 出 所 需 的 克隆 。 这 种 方法 可 以 检测 出 lng 以 下 的 蛋白 质 。 


《三 ) 塑料 珠 检测 


塑料 井 法 检测 的 缺点 是 在 测定 计数 时 要 分 别 切 下 每 个 塑料 小 井 。 后 来 ,人 们 又 把 抗体 
包 被 在 小 塑料 珠 上 ， 然后 把 小 塑料 珠 放 到 塑料 微 滴 度 盘 的 小 井 内 与 抗原 和 标记 的 抗体 反 
应 。 反 应 结束 后 取出 每 个 小 塑料 珠 分 别 进行 记 数 。 此 方法 的 操作 步骤 和 原理 基本 止 和 塑 
料 井 法 相同 。 目 前 已 有 测定 乙 型 肝炎 表面 抗原 和 抗原 的 包 被 抗体 的 塑料 小 珠 和 成 套 试 
剂 的 商品 药 盒 出 售 ,此 药 盒 即 可 用 于 临床 检测 ,也 可 用 于 乙肝 疫苗 的 基因 工程 工作 中 。 下 
面 以 乙 型 肝炎 抗体 塑料 小 珠 的 应 用 为 例 , 说 明 塑料 珠 检测 方法 的 具体 操作 。 

在 每 个 塑料 盘 的 小 井 内 加 大 一 个 包 被 有 抗体 的 小 塑料 珠 。 再 于 每 个 井 内 加 入 待 测 的 
样品 0.2ml《 病 人 血清 或 乙肝 疫苗 基因 工程 的 待 检 测 克隆 细胞 抽 提 物 )。 同 批 作 阴 性 对 
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照 3 个 ,阳性 对 照 2 个。 塑料 盘 封 好 胶 纸 轻 轻 震动 后 , 置 室 温 过 夜 。 吸 出 每 个 井 内 的 溶液 
后 用 蒸 饮水 冲洗 和 干净。 于 每 个 井 内 加 入 0.2ml 的 1 标记 的 同 种 抗体 。 轻 轻 震动 塑料 
盘 ; 于 45°C 水 浴 中 保 昌 1 小 时 ,吸出 反应 液 , 各 孔 用 蒸 饮水 冲洗 干净 。 将 塑料 小 珠 移 到 计 
数 管内 ， 用 Y 计数 器 分 管 计 数 。 如 果 阳 性 对 照 平均 计数 和 阴性 对 照 平均 计数 之 比 CP/N 
AF 5, 则 实验 成 立 。 sree akanAianimnoaneaitantdagmpnsiagoay 则 为 阳性 
结果 。 


“第 四 节 重组 质粒 和 噬菌体 DNA 的 小 量 快速 制备 方法 


一 般 经 过 筛选 之 后 ,得 到 的 克隆 数目 仍然 比较 多 ,这 就 需要 建立 小 量 快速 的 分 离 重组 
质粒 和 鸣 菌 体 的 方法 , 以 便 尽快 完成 分 析 和 鉴定 。 以 下 介绍 元 种 质粒 DNA Al” 噬菌体 
DNA 的 快速 分 离 制备 方法 。 


一 、 碱 裂解 法 制备 质粒 DNA 


(—) 试剂 
LB 肉 汤 培 养 基 
REAR 10g/L 
BRR 5g/L 
NaCl 10g/L 
pH7.5 
TEG 缓冲 该 
Tris-HCl 25mmol/L 
EDTA 10mmol/L 
葡萄 糖 50mmol/L 
pH8.0 
TE AhR 
Tris-HCl 10mmol/L 
EDTA lmmol/L 
pH8.0 
Tak 22 FE HR 
NaOH 0.2mol/L 
SDS 1% 
AGRA PAK + 
BE Re ah 3mol/L 
vk BE He 2mol/L 
pH4.8 
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(=) 操作 Gt 
筛选 出 的 单 菌落 接种 到 Sml LB 肉 汤 培 养 基 ,并 根据 重组 质粒 的 抗 性 加 做 合适 的 抗 
AR, 37°C 震荡 过 夜 。 取 1.5ml, RRM Eppendorf 管内 (HRBRRM 41°C KA 
RF), 离心 后 吸出 上 清 液 。 将 离心 管 倒 扣 在 干 滤纸 上 ， 尽 量 空 干 溶液 。 将 04mg hw 
酶 溶 于 100wl 冰冷 的 TEG 缓冲 液 中 ， 加 入 离心 管 ， 旋 转 混 匀 后 悬浮 细胞 ， 室 温 放置 
5 分 钟 后 ,加 入 新 配制 并 预 冷 的 碱 裂 解 液 , 盖 好 盖 ， 上 下 翻转 两 三 次 混 匀 。 将 离心 管 在 冰 
水 中 放置 5 分 钟 , 加 入 1504] 酷 酸 钠 溶液 , 盖 好 盖 , 用 旋转 混 匀 器 混 匀 并 旋 混 30 秒 钟 , 冰 
水 中 放置 5 分 钟 。 于 4"cC 下 18,000r/min 离心 5 分 钟 , 上 清 液 转 移 到 另 一 个 干净 的 Epp- 
endorf 管内 ,加 入 等 体积 的 酚 或 氯仿 ; 蜗 旋 混 匀 后 ，5000r/min 离心 5 分钟, 再 把 上 层 水 
相 转 移 到 一 个 干净 Eppendorf SA. WA2 倍 体积 乙醇 混 句 ， 于 一 70"ci 放置 5 DHA 
18,000r/min 离心 , 倾 去 上 清 液 ,将 Eppendorf 管 倒 扣 在 干 滤纸 上 , 空 干 溶液 58 再 加 入 ;Laal 
70% 冷 乙 醇 , 混 旋 后 ，18,000r/min Bob, HA LAK, RETR ABNF) 加 入 504l 
含有 RNase A (20ug/ml) AY TE 缓冲 滚 〈 为 了 去 除 .RNase 中 可 能 的 DNase HR, 
使 用 前 可 将 RNase 于 80°C 处 理 5 分 钟 )。 

处 理 后 的 质粒 DNA 可 直接 用 于 限制 性 内 切 酶 分 析 。 RM 10wl DNA AMMA 1.2 
4 合适 的 10X 酶 解 缓冲 液 ,加 1 一 2 单位 所 需 的 限制 性 内 切 酶 ,37" 保 刘 工 一 2 小 时 , 即 可 
进行 凝 胶 电 泳 分 析 。 从 电泳 图 谱 可 以 确定 是 否 有 插入 片段 。 MRNA DNA 溶液 放 
一 20°C 冰箱 保存 。 iS 


二 、 者 沸 法 制备 质粒 DNA 


(—) 试剂 

TETS 溶液 
Tris-HCl 10mmol/L 
EDTA 50mmol/L 
Triton X-100 0.5% 
蔗糖 8 % 

YA TARA 
Tris-HCl 10mmol/L pH 8.0 
溶菌 酶 10mg/ml 


RNase A 溶液 
Tris-HCl 10mmol/L 
EDTA Immol/L pH 8.0 
RNase A 50 ug/ml 


用 前 80°C 处 理 10 分 钟 。 


(=) 操作 
将 每 个 单 菌 落 接种 于 5ml LB 肉 汤 培 养 基 , 并 根据 重组 质粒 的 抗 性 加 入 合适 的 抗菌 
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素 ， 于 37sC 震荡 过 夜 。 取 1.5ml 到 Eppendorf 管内 《剩余 培养 液 放 ,4*CI 冰 箱 保 存 )， 
8,000r/min 离心 5 分 钟 , 弃 上 清 液 , 倒 扣 Eppendorf 管 在 干燥 滤纸 上 , 空 干 溶液 。 将 细胞 
重新 悬 译 于 0.35ml TETS 溶液 ， 加 入 2541 SACHA AMAR. HRY 3 shia 
将 Eppendorf 管 放 沸水 浴 中 者 40 秒 钟 ,立刻 用 离心 机 于 18,000r/min 离心 10 分 钟 。 将 
LeRRAB—TS Eppendorf 离心 管内 ,加 入 42001 异 两 醇和 ,407l AY 2.5mol/L AG 
酸 钠 溶 液 。 混 匀 并 于 乙醇 干冰 洽 中 放置 15 分 钟 后 ,在 4%C 下 ,18,000c/min 离心 15 分 钟 。 
弃 上 清 液 , 空 干 异 丙 醇 溶 该 。 加 入 5041 RNase A i, 37°C Rim 10 分 钟 。 

取 104l 制品 加 入 干净 的 Eppendorf 管内 ,加 入 1.24l 合适 的 10X 酶 解 缓冲 流 ,再 
加 入 1 一 2 单位 所 需 的 限制 性 内 切 酶 ,37sC 反应 1 一 2 小 时 后 即 可 进行 凝 胶 电 泳 ， 从 电泳 
图 谱 可 确定 是 否 有 插入 片 豚 。 剩 余 样 品 放 一 20°C 低温 冰箱 保存 。 


三 、 从 单 菌落 中 制备 质粒 DNA 


1 有 时 候 在 载体 iDNA 中 插 和 人 的 外 源 DNA 片段 比较 大 ”因此 重组 质粒 DNA FIR 
‘Ae DNA ,的 分 子 量 相差 很 多 。 在 这 种 情况 下 , 不 用 限制 性 内 切 酶 消化 ， 经 过 凝 胶 电 
泳 就 可 以 判断 那个 菌落 中 含 重组 质粒 。 同 时 ,无需 扩 大 培养 ,从 一 个 单 菌落 就 可 制备 足够 
的 质粒 DNA, :进行 一 次 琼脂 糖 凝 胶 电泳 。 此 方法 的 操作 过 程 如 下 。 

“在 含有 合适 抗菌 素 的 琼脂 平板 培养 基 上 将 菌落 养 到 直径 3mm 左右 。 用 消毒 牙签 逐 
个 地 从 菌落 土 挑 取 少 量 细胞 到 另 一 个 含 抗菌 素 的 平板 培养 基 上 保 种 ， 用 刊 勺 从 原平 板 十 
BME FAAS) Eppendorf 管内 ,加 入 25zl) WHR (50m mol/L NaOH, 5m 
mol/L EDTA, 0.5% SDS, 0.025% HMA), ATSRMMY RRR. mitt, 68°C 
保 刘 45—60 分 钟 。 加 入 254] AW 25% SEAR, LESAGE 0.7% 琼脂 糖 凝 
胶 进 行 电泳 。 HREBRARCREAR (05ug/m) PRA 45 分 钟 。 电泳 时 不 加 省 乙 
% ee 


四 、 平 板 裂 解法 制备 A kes DNA 


(一 ) 试剂 

SM 培养 基 
白明 胶 0.01% 
NaCl 5.8 g/L 
MgSO, + 7H,O 2g/L 
Tris-HCl 50mmol/L 

pH * id 

NZCYM 培养 基 
NZ {Kk 10g/L 
NaCl 5¢/L 
Bie 5g/L 


Beam 1g/L 
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MgSO, + 7HO | 2g/L 
加 入 1.5% 琼脂 糖 , 作 平板 培养 基 ; 
加 入 0.7 % 琼脂 糖 , 作 顶 平 板 培养 基 。 
PEG 溶液 

聚 乙 二 醇 20% (MW = 6000) 

2 mol/L NaCl 

YF SM 培养 基 。 

TE 缓冲 液 
10mmol/L Tris-HCl 
Immol/L EDTA 
pH 8.0 


(=) 操作 


PRA BESS A. lml SM 培养 基 中 ,加 一 滴 氧 仿 。 于 4c 放置 4 一 6 小 时 ,使 噬菌体 
颗粒 从 顶 琼 脂 糖 培养 基 中 扩散 出 来 。 取 50 一 100wl MAKER RI 1001 SKARE 
液 ， 37°C 保温 20 分 钟 。 再 加 入 2.5ml 的 融化 并 于 45°C 保温 的 0.7% 顶层 琼脂 糖 培养 
基 , 混 匀 后 , 铺 于 NZYCM 平板 培养 基 上 (制作 平板 培养 基 时 ,最 好 用 琼脂 糖 而 不 用 琼脂 ， 
因 了 琼脂 中 含有 抑制 限制 性 内 切 酶 的 物质 ， 影 响 随后 的 酶 切 分 析 )。 倒 放 平 板 ， 于 37°C 培 
FF 9—14 小 时 。 加 入 5ml SM BRAS iia Mew 1 一 2 小 时 后 ,将 上 层 培养 液 转 人 
离心 管 中 ; 于 4c F 8,000g 离心 10 分 钟 。 取 上 清 液 ; 加 人 RNase A A DNase 1 BR 
浓度 各 为 lug/ml, F 37° Rik 30 分 钟 。 加 入 等 体积 的 PEG AiR, 40°C RE bib 
时 ;沉淀 噬菌体 颗粒 。 于 4sC 下 ,10,000g 离 心 20 分 钟 后 ,吸出 上 清 液 , 倒 扣 离心 管 在 于 滤 
EL SFR MA 0.5ml SM 培养 液 , 用 蝇 旋 混 匀 器 悬浮 噬菌体 颗粒 ,于 4°C F 8,000 
g 离心 2 分 钟 去 细胞 碎片 。 上 清 臣 转移 到 一 干净 Eppendorf 离心 管内 MA 10% SDS 
和 0.5mol/L EDTA 各 Sul, F 68°C 保温 15 DH. RRA. 酚 和 和 氯仿 (13:1)、 氧 仿 各 
抽 提 一 次 。 每 次 都 要 将 水 相 转 人 一 个 干净 -Eppeandorf 管内 再 进行 下 次 抽 提 。 最 后 将 水 
相 加 入 等 体积 的 异 丙 醇 ,于 一 70°C 放置 20 分 钟 ,或 液 氮 中 冷冻 5 分 钟 ， 融 化 后 于 4%C 下 
18,000r/min 离心 15 分 钟 , 用 70 儿 乙醇 洗 沉 淀 一 次 ,18,000r/min 离心 后 去 上 清 液 HE 
后 把 沉淀 溶 于 50zl1, 

取 10a] 样品 ,加 入 1.24] 合适 的 10X 酶 解 缓 冲 液 ,加 入 1 一 2 单位 所 需 的 限制 性 内 切 
酶 ,于 37°C 保温 1 一 2 小 时 后 进行 凝 胶 电 泳 分 析 , 以 确定 是 否 有 插 和 人 DNA HER RMR 
部 分 于 一 20"c 下 保存 。 


A. REBFERM AAS : 噬菌体 DNA 
(—) 试剂 
见方 法 四 。 
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(=) 操作 


PALI DERE PE lml SM 液体 培养 基 内 ,加 和 人 一滴 氧 仿 ,4s 放置 4 一 6 小 时 ， 使 
噬 菌 颗粒 从 顶 琼 脂 糖 培养 基 中 扩散 出 来 。 取 0.5ml MRR BIER (大 约 3 X 16° SE 
体 ), 加 入 处 于 静 止 生长 期 受 体 细 胞 悬浮 液 ( 大 约 加 和 人 1.6 x 10° 个 细胞 ), 于 37°C 保温 15 
分 钟 ; 加 入 4ml NZCYM 液体 培养 基 , 37C 下 震荡 9 小 时 。 再 加 入 0.1ml A, 37° 
下 震荡 培养 15 分 钟 ,将 裂解 物 转 到 离心 管 中 , 4% 下 8,000g 离心 10 分 钟 , 取 上 清 液 ， 加 
入 RNase 和 DNase 到 终 浓度 各 为 lug/ml, 32°C 保温 30 分钟， 加 入 等 体积 的 PEG 
溶液 ,0*C 放置 1 小 时 ,沉淀 噬菌体 。4sC 下 10,000g 离心 20 分 钟 ,吸出 上 清 液 ,将 离心 管 
INET BE, STA. 加 入 0.5ml SM -培养 液 ， 旋 转 混 匀 悬 序 噬 菌 体 颗粒 ，4% 
下 8;000g 离心 2 分钟, 上 清 液 转 到 干净 Eppendorf 管内 ， 加 入 10% SDS 和 0.5mol/L 
EDTA % Sul, 68°C 保温 15 OS, KRM MAG (1:1)、 氯 仿 各 抽 提 一 次 ,每 次 离 
心 后 将 水 相 转 和 一 干净 的 Eppendorf 管内 再 进行 下 次 抽 提 。 最 后 将 水 相 加 入 等 体积 的 
异 两 醇 , 于 一 70*C 放置 20 分 钟 ,或 液 氮 中 5 分 钟 , 于 49°C 下 18,000r/min 离心 20 分 钟 。 
再 用 70 匈 乙醇 洗 沉 淀 一 次 ,再 经 过 18,000r/min 离心 后 寺 上 清 液 , 抽 王 沉淀 并 溶 于 500I 
“的 TE 缓冲 液 中 。 
取 101 作 限 制 性 内 切 酶 和 凝 胶 电 泳 分 析 , 剩 余部 分 放 一 20°C 冰箱 保存 。 


第 五 节 重组 DNA Wie arm ee 


“用 快速 多 取 方法 从 筛选 出 的 克隆 中 制备 了 重组 质粒 或 重组 噬菌体 DNA 之 后 ; 随后 
要 对 重组 DNA 进行 分 析 和 鉴定 。 鉴定 的 第 一 步 是 用 限制 性 内 切 酶 和 凝 胶 电 泳 确定 重 
组 DNA 的 物理 图 谱 。 利 用 限制 性 内 切 酶 绘制 DNA 物理 图 谱 的 一 般 方 法 ,本 书 上 册 的 
有 关 章 节 中 已 有 详细 描述 。 在 这 三 节 让 3; 趴 针 对 重组 :DNE 的 特点 简单 介绍 有 关 的 限制 
性 内 切 酶 的 分 析 方法 。 另 外 , 重组 DNA 经 过 酶 切 和 凝 胶 电泳 分 析 后 ， 经 常 需要 进行 转 
膜 索 交 鉴定 ， 有 时 还 要 进行 核 背 酸 序列 分 析 。 有 关 杂 交 和 序列 个 析 的 具体 方法 请 参阅 上 
册 的 有 关 章 节 。 


一 、 单 酶 解 分 析 


为 了 简化 重组 DNA 的 鉴定 工作 , 一 般 在 设计 重组 方案 时 ， 往 往 选 择 载体 DNA 的 
单 切口 限制 性 内 切 酶 酶 切 位 点 作为 目的 基因 的 揪 和 部位。 如 果 目 的 基因 的 DNA 片段 
也 是 用 同一 种 酶 切 所 获得 的 , 则 和 载体 :DNA 连接 之 后 ， 会 在 目的 基因 DNA REM 
产生 两 个 相同 的 酶 切 位 点 。 这 样 制备 重组 DNA 后 ,只 要 使 用 一 种 相同 的 限制 性 内 切 酶 
消化 ,就 可 从 重组 DNA 上 切 下 目的 基因 DNA 片段 ,再 经 过 凝 胶 电泳 ,就 可 得 到 目的 基 
因 DNA 片 煞 的 电泳 区 带 , 具 体 作 法 如 下 。 

根据 插 人 的 DNA 卢 段 在 整个 重组 DNA 分 子 中 所 占 的 比例 ， 取 0.5 一 2xg 重组 
DNA， 加 入 1 一 5u 合适 的 限制 性 内 切 酶 和 缓冲 溶液 ， 于 37°C 保温 2 小 时 。 然后 上 样 
到 19 的 琼脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳 ,同时 还 要 上 样 另 外 四 份 样品 作对 照 , 一 份 不 经 过 酶 急 的 
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重组 DNA， 一 份 不 经 过 酶 切 的 载体 DNA， 一 份 经 过 同一 种 酶 切 的 载体 DNA 和 一 组 
大 小 合适 的 DNA 片段 作 分 子 量 标准 。 He (— 
电泳 结束 后 , RCRA, 在 紫外 灯 王 观察 和 照相 ， 即 可 得 到 电泳 图 谱 。 

从 电泳 图 谱 中 , 一 般 只 有 在 经 过 酶 切 的 重组 DNA 样品 中 机 可 看 到 : 一 条 插入 的 外 
BEA DNA 的 区 带 。 根 据 分 子 量 标准 可 测 得 它 的 分 子 量 , 根据 分 子 量 可 初步 判断 它 是 
否 为 原来 的 插 人 片段 。 

中 为 了 进一步 鉴定 ,照相 后 可 将 凝 胶 进 行 变 性 和 中 和 ，* 再 将 DNA seis Sina RR 
上 进行 杂交 (具体 方法 见 本 书 上 册 第 六 部 分 )， 杂交 后 可 在 放射 自 显影 图 谱 上 看 到 未 经 过 酶 
切 的 重组 DNA 有 杂交 区 带 , 而 经 过 酶 切 的 重组 DNA 则 只 有 插 人 的 DNA 片 眉 , 部 分 有 杂 
交 区 带 。 载 体 DNA 部 分 不 再 出 现 杂 交 区 带 。 其 他 作为 对 照 的 样品 则 没有 任何 杂交 区 带 。 


三 、 双 酶 解 分 析 


有 时 为 了 定向 连接 , 常 选 用 两 种 不 同 的 限制 性 内 切 酶 。 进 行 酶 切 分 析 时 ,自然 还 需要 
用 两 种 限制 性 内 切 酶 对 重组 DNA 进行 消化 。 但 有 时 目的 基因 DNA RAMs DNA 
连接 后 ,接口 处 不 再 保留 任何 合适 的 酶 切 位 点 ,在 作 酶 切 分 析 时 ， 往 往 要 在 两 个 接 蝇 的 附 > 
近 各 找 一 种 合适 的 酶 切 位 点 。 同 样 也 就 需要 用 两 种 酶 作 酶 切 分 析 。 具 体 的 酶 切 和 电泳 方 
法 和 单 酶 切 法 相同 。 但 要 注意 酶 切 缓冲 液 要 合适 。 

如 果 两 种 酶 所 要 求 的 缓冲 系统 相同 或 相近 ， 则 可 在 一 种 缓冲 系统 加 入 栈 神 酶 同时 消 
化 ,如 果 两 种 酶 所 要 求 的 缓冲 系统 相差 比较 大 ， 则 需要 先 用 一 种 限制 性 内 切 酶 进行 消化 ， 
用 等 体积 饱和 酚 和 氯仿 抽 提 后 ， 再 加 入 2 倍 体积 的 乙醇 沉淀 DNA。- 将 沉淀 的 .DNA ® 
于 .5 一 10ul 水 后 ， 再 进行 另 一 种 限制 性 内 切 酶 消化 。 


三 。 多 次 酶 解 和 电泳 分 析 


有 时 为 了 对 重组 DNA : 作 详 尽 的 酶 切 分 析 ， 在 进行 第 一 次 酶 切 后 , 还 要 从 凝 胶 中 回 
收 酶 切片 有 侦 ,然后 再 对 回收 的 DNA 片段 进行 酶 切 和 电泳 分 析 。 MOR RAYE 
册 已 介绍 了 一 些 方法 。 回 收 步骤 比较 复杂 ，, 而 且 回收 过 程 中 DNA FRAZER WARS 
绍 一 种 可 用 于 多 次 酶 切 和 电泳 的 低 融 点 琼脂 糖 凝 胶 电泳 方法 ， 电 泳 后 可 直接 把 含 DNA 
区 带 的 凝 胶 切 下 来 , 凝 胶 薄 片 于 65°C 融化 后 ,于 37°C 保温 ,在 此 温度 下 , 低 融 点 琼脂 糖 不 
发 生 凝 聚 ; 可 直接 如 和 人 第 二 种 酶 消化 。 这 种 方法 既 快 速 又 可 减少 样品 舌 失 ;水 骤 如 下 : 

《1) 将 低 融 点 琼脂 糖 加 从 电泳 缓冲 液 中 (不 要 使 用 含 磷酸 盐 的 缓冲 体系 ;磷酸 盐 改 变 
低 融 点 琼脂 糖 的 融 解 性 质 ), 加 热 融 化 后 用 常规 方法 铺 胶 s 

(2) 凝 胶 制 好 后 即 可 将 酶 解 后 的 :DNA:- 样品 土 样 进行 电泳 ， 因为 低 融 点 琼 ne A 
的 强度 比 普 通 琼脂 糖 凝 胶 小 ,电泳 应 尽 可 能 在 低温 条 件 下 进行 。 

(3) Hi RRA 0.5ug/ml WRC RAR PR 30 分 钟 ， 上 外 灯 下 照相 后 
浸 大 水 中 10 分 钟 洗 去 多 余 溴 乙 锭 ,再 用 刃 片 切 王 需 要 进一步 分 析 的 DNA Kir, EER 
量 切 得 薄 一 些 。 

(4) 将 含 DNA 片段 的 凝 胶 薄 片 加 到 小 试管 内 ， 加 入 10 信 体 积 的 冷水 ;4sc 下 浸泡 
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《5) 倒 掉 冷 水 ,将 凝 胶 置 于 .65%c 保温 2 一 5 5) BRB RRL, HBP37°C RIAL ik 
RE, 然后 加 入 第 二 种 限制 性 内 切 酶 和 合适 的 缓冲 液 , 再 加 入 终 浓 度 为 0.1 多 的 牛 血 清白 
蛋白 。 混 匀 后 即 可 于 37°C 进行 第 二 次 酶 切 分 析 。 因 有 低 融 点 琼脂 糖 存在 , 酶 活性 受到 一 
lh ASEM TS 2 一 3 倍 。 

(6) 酶 切 到 时 间 后 ,于 65%cC 保温 5 分 钟 ， 即 可 上 样 到 普通 琼脂 糖 帮 胶 上 ， 待 低 融 点 琼 
脂 糖 凝 素 后 即 可 进行 电泳 。 再 
让 站 


四 、 部 分 降解 酶 切 分 析 


某 些 情况 下 ,需要 了 解 外 源 DNA 片段 在 载体 DNA 中 插 人 的 确切 位 置 和 方向 ， 这 
时 常常 需要 分 析 整 个 重组 DNA 的 物理 图 谱 ;, 部 分 酶 解 方法 是 绘制 .DNA 物理 图 谱 时 最 
常 使 用 的 方法 ,用 部 分 酶 解法 绘制 DNA ee ee ee ald 
论 进行 部 分 酶 解 时 的 具体 操作 。 

如 用 未 标记 的 DNA 作 部 分 降解 酶 切 分 析 , 在 酶 切 点 比较 多 时 ， 会 产生 许多 部 分 降 
解 片 侦 ， 对 分 析 结果 造成 很 大 困难 。 一 般 作 部 分 降解 时 多 采用 未 端 标记 的 DNA, A 
lee mia cea lage hag il aa slie. 而 且 可 根据 
FES AN BAT RSA) wife Eo . 


(一 ) DNA. 的 末端 标记 


ALARA ’P Rid DNA 未 端的 方法 ， 本 书 上 册 DNA 序列 测定 的 化 学 法 一 章 中 已 
介绍 了 多 核 背 酸 磷酸 激酶 的 标记 方法 。 下 面 再 介绍 一 种 DNA RAMAN BODE: 这 
种 方法 用 同位 素 量 少 ,简便 快速 。 

C1) 按 上 节 介 绍 的 碱 变 性 法 ,从 1.5ml 培养 液 申 制备 重组 质粒 DNA, 

((2) H10n1 DNA 制品 加 入 1 一 2 单位 合适 的 单 切 点 限制 性 内 切 酶 降解 , 产生 5 突 
出 的 末端 。 

(3) RAIL, MA 10wCi 合适 的 ,[a-2>P] ie, 这 时 要 注意 标记 核 昔 酸 的 选 
择 ; 此 种 核 苷 酸 必 须 和 了 端 靠近 双 链 部 分 的 第 一 个 核 背 酸 互 补 ,， 如 没有 这 种 标记 核 昔 酸 ， 
则 可 挑选 和 第 二 个 核 昔 酸 互补 的 标记 dNTP, 并 补 加 Iv] 0.2m mol/L 的 和 第 一 个 互 
补 的 非 标 记 .4dNTP， 依 此 类 推 ; 例 如 BamHI 降解 产生 以 下 未 端 : 

5 G 一 A 一 工 一 C 一 C 一 N 一 N 一 N 一 N 一 N 一 
HO—C—-N—N—N—N-—N— 
s 3’ 
ORE FA [c-*P] dGTP (45 dC 互补 )。。 如 果 没 有 标记 的 dCTP 则 可 选用 ;Ta-2P] 
dATP. (与 dT 互补 ), 用 时 补 加 非 标记 的 . dGTP。 

(4) 加 人 1 一 2 Bir KBAR DNA AH (Klenow FB), 于 20° Ri # 
时 。 

(5) 用 葡 聚 糖 凝 胶 _G-75 柱 分 离 标记 DNA 和 未 挨 信 的 标记 dNTP。 
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(6) eS EAT AN Te A ED See RISEN DNA Wk, See 


回收 两 个 标记 片段 ,随后 即 可 分 别 进行 部 分 降解 酶 切 分 析 。 
=) 部 分 降解 酶 切 分 析 


C1) 取 10'cpm 的 末端 标记 DNA, MA lug 载体 DNA, Lal 10X scdialihotl 


1 一 2 单位 限制 性 内 切 酶 ,补水 到 10el, QE 37°C 保温 。 © 

(2) Rim FB) 2,5, 10, 157030 分 钟 时 ， 分 别 取出 1841, RAM—TAA lal 05 
mol/L 的 EDTA 溶液 的 Eppendorf 管 中 终 止 反 应 。 最 后 将 几 批 反应 产物 混 匀 。 

(3) 加 入 2A 指示 染料 后 ,分 成 两 份 , 一 份 上 样 到 5% 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 一 份 上 样 
到 1.4% 的 琼脂 糖 凝 胶 , 即 分 别 可 进行 电泳 。 如 需要 分 子 量 标准 , 可取 相同 计数 的 一 组 已 
知 分 子 量 的 标记 DNA FRAN LE. 

(4) 指示 染料 溴 酚 蓝 走 到 凝 胶 长 度 的 3/2 处 时 ,停止 电泳 ， EES CUE: 压 
好 和 X 光 片 后 , 置 一 70?c 冰箱 放射 自 显影 。 

冲洗 X 光 睛 之 后 ,从 最 小 片段 的 区 带 读 起 ， 再 从 小 到 大 硕 序 读 出 各 片 耻 之 差 ， aye 
Jes Pek PERS WA FS BAY Ar BA HED we, iin a 5 ee ED KAY ho 


A. ALSRRHESE SHR 


SFR WE MENSE PM AR ZORA, AMA ARBAA ST BEE 
MAR HER, SREGRALARRKAN ARAB KTH EH TR. AR, 


多 聚 核 背 酸 人 工 合成 的 反应 程序 已 自动 化 , 并 已 有 被 称 为 基因 合成 仅 的 -DNA SRN 


出 售 ， 它 可 以 根据 已 知 的 基因 序列 快速 合成 所 需 的 探 针 。 目 前 有 许多 具有 重要 生物 功能 
的 酶 或 多 肽 的 氨基 酸 顺 序 已 分 析 清 楚 。 在 不 知道 基因 的 核 苷 酸 序列 的 情况 下 ,还 可 根据 
基因 所 编码 的 蛋白 质 的 氨基 酸 顺 序 推算 出 基因 的 核 背 酸 顺 序 。 一 般 作 为 探 针 用 的 :DNA 
片段 并 不 需要 很 长 ,只 要 合成 十 刀 个 核 萌 酸 的 寡 核 苷 酸 就 可 以 作为 杂交 探 针 8 涪 
大 工 合成 的 单 链 DNA 片段 一 般 采 用 未 端 标记 的 方法 进行 标记 。 ;末端 标记 的 方法 
可 参照 本 书 上 册 第 五 部 分 中 的 方法 进行 。 合 成 的 探 针 没有 5 BH, 可 省 去 脱 磷 一 步 of 也 可 
以 在 合成 一 个 十 几 个 核 背 酸 片 段 的 同时 5 按照 此 片段 3 末端 的 核 背 酸 顺 序 合成 一 个 5 一 6 
个 核 昔 酸 的 互补 顺序 作为 引物 。 二 者 复 性 后 , 再 用 大 片段 大 肠 杆 菌 DNA 聚合 酶 工控 本 
节 中 第 四 部 分 的 步骤 (3) 一 (5) 介 绍 的 方法 进行 合成 标记 。 为 了 提高 探 针 的 比 活性 ) 要 选 
用 合适 的 [o-*P] dNTP， 即 此 种 核 苷 酸 在 其 余 的 互补 顺序 中 出 现 次 数 最 多 ,再 补 加 其 他 
的 非 标记 dNTP。 例 如 ,假如 有 下 面 带 有 引物 的 合成 探 针 : 
SATTGCGTGTATGCATC3’ 
7CGTAGS 
WU 226 FA Lo-*P] dATP C45 dT 互补 )， 再 补 加 另外 三 种 非 标 记 ;dNTP 即 可 得 到 高 比 
活性 的 探 针 。 这 种 方法 可 称 为 引物 延伸 法 。 用 这 种 方法 算 记 小 片段 的 DNA Re, His 
性 可 达到 1 X 10’cpm 以 上 。 如 想得到 更 高 比 活性 的 探 针 ， 也 可 用 一 种 以 上 的 Lo-*P] 
dNTP, 
人 工 合 成 大 核 苷 酸 探 针 在 克隆 筛选 和 鉴定 以 及 其 他 一 些 核 酸 研究 中 用 途 越 来 越 广 
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Zo RAE cDNA RENMAMEELERABE EH. 使 用 人 工 合成 探 针 不 但 可 以 


克服 纯化 探 针 的 困难 , 而 且 通 过 合成 不 同 部 位 的 核 苷 酸 顺 序 作 为 探 针 ， 可 以 鉴定 cDNA 
克隆 中 的 重组 DNA 是 否 包含 完整 的 mRNA 的 基因 顺序 。 

RAR RMN EE BRT AEN T。 值 。 而 用 小 片段 的 合成 探 针 时 ， 形成 的 
杂交 双 链 很 短 ， 因 此 一 定 要 根据 探 针 的 长 度 控 制 杂 交 反 应 的 温度 。 小 片段 探 针 形成 的 杂 
ee Tr 值 可 根据 下 式 计 算 : 

+ 500 
T m= 16.6 log [Na 14 aie +o) ais 300 
Nat 浓度 用 克 离 子 浓度 表示 ,片段 长 度 用 了 碱 基数 表示 。 


第 六 五 SDS 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 和 Western 技术 在 
5a BE 2 EP AY 


限制 性 内 切 酶 分 析 、 凝 胶 电 泳 、Southern 杂交 等 DNA 分 析 方 法 在 分 子 克 隆 鉴 定 中 
具有 重要 作用 。 但 是 ,在 许多 情况 下 , 还 需要 对 表达 产物 做 一 定 的 分 析 才 能 最 终 确 定 我 们 
所 期 望 的 克隆 。 对 表达 产物 的 分 析 包 括 测定 目的 基因 表达 的 多 肽 的 分 子 量 、N 末端 等 是 
否 正 确 ， 有 时 甚至 还 要 测定 是 否 具 有 特定 的 生物 活性 以 及 测定 全 部 氨基 酸 顺 序 。 在 目前 
分 子 克 隆 的 鉴定 工作 中 , 多 肽 的 SDS FA HRA RE kA Western 技术 应 用 比较 广 
泛 , 因 此 ,本 节 将 对 这 两 种 多 肽 分 析 技 术 的 原理 和 方法 作 简 单 的 介绍 。 

聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 是 分 离 蛋 白质 、 核 酸 等 生物 大 分 子 应 用 最 广泛 的 技术 之 一 。 凝 
胶 电泳 能 把 一 个 成 分 复杂 的 大 分 子 混合 物 分 离开 ， 主 要 依据 样品 中 各 种 分 子 的 分 子 量 和 
所 带电 荷 不 同 。 尤 其 是 在 蛋白 质 的 凝 胶 电 泳 时 ,电荷 效应 对 蛋白 质 的 迁移 率 有 很 大 影响 ， 
这 在 分 离 蛋 自 质 混 合 物 时 是 一 个 有 利 因素 。 但 是 ， 如 果 要 利用 凝 胶 电泳 测定 某 种 蛋白 质 
的 分 子 量 ,就 必须 将 电荷 差异 而 引起 的 效应 消除 或 减少 到 可 以 忽略 不 计 的 程度 ,使 蛋白 质 
迁移 率 的 大 小 完全 取决 于 分 子 量 ， 这 样 才能 根据 标准 蛋白 质 的 分 子 量 的 对 数 和 迁移 率 所 
做 的 标准 曲线 得 出 待 测 蛋白 质 的 分 子 量 。 在 基因 工程 中 ,对 表达 产物 的 鉴定 ,很 重要 的 一 
项 工作 就 是 测定 表达 产物 的 分 子 量 , 因 此 ,必须 选择 合适 的 电泳 体系 ， 使 电荷 效应 降低 到 
最 小 程度 。 目 前 , 测定 蛋白 质 分 子 量 最 常用 的 电泳 技术 是 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 , 即 
在 电泳 体系 中 加 入 一 定量 的 SDS, SDS 是 一 种 表面 活性 剂 , 它 以 一 定 比 例 和 蛋白质 分 子 
结合 成 复合 物 ,使 蛋白 质 分 子 带 大 量 负 电荷 。 SDS 的 负电 荷 大 大 超过 蛋白 质 分 子 自身 的 
电荷 差异 ,从 而 可 消除 或 大 大 降低 蛋白 质 自身 的 电荷 影响 。 而 且 SDS 和 和 蛋白质 分 子 的 结 
合 是 与 蛋白 质 分 子 的 质量 成 正比 的 ,所 以 各 种 SDS- 蛋 白质 复 合 物 电 泳 时 的 迁移 率 可 反映 
分 子 量 的 不 同 。 ‘ 

对 表达 产物 粗 抽 提 物 进行 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 后 ， 分 析 结 果 时 和 常 遇 到 的 一 个 困 
难 是 如 何 确定 哪 条 区 带 是 外 源 基因 的 表达 产物 。 一 般 情况 下 ， 未 经 纯化 的 粗 提 物 中 含有 
很 多 寄主 细胞 的 蛋白 质 组 分 ,如 果 有 的 组 分 和 外 源 基因 的 蛋白 质 分 子 的 分 子 量 相近 ,就 会 
给 判断 造成 困难 。 1979 年 Towbin 等 人 建立 了 将 蛋白 质 从 聚 两 烯 酰胺 电泳 中 转移 到 硝 
酸 纤维 素 膜 上 的 方法 。 这 个 方法 实际 上 是 Southern 技术 的 改良 和 发 展 ， Alt, VKH 
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Western RRKRA. FALE, VERGARA TERR AED RAN SARS 
丙烯 酰胺 凝 胶 中 按 原 位 转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ， 从 而 可 在 硝酸 纤维 素 膜 上 得 到 与 原 蛋 白 
质 凝 胶 电 泳 分 离 图 谱 完全 一 样 的 复制 品 。 随 后 可 在 硝酸 纤维 素 膜 上 进行 免疫 反应 。 如 果 
fi 或 酶 标的 特异 性 抗体 ， 则 可 得 到 待 测 蛋白 质 的 放射 自 显影 或 显 色 区 带 。 这 种 方 
法 把 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 、 免 疫 化 学 \ 同 位 素 或 酶 标 技术 有 机 地 结合 在 一 起 ,具有 有 灵 黎 、 微 
量 、 分 辩 率 高 、 特 异性 强 等 优点 。 是 从 多 组 分 蛋白 质 混 合 物 中 检测 和 鉴定 其 一 种 蛋 和 白质 的 
非常 有 效 的 手 侦 。 这 种 方法 和 核酸 的 硝酸 纤维 素 杂 交 方 法 祖 似 ,因此 ,又 可 称 为 蛋白 质 杂 
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—, SDS RASRR RRB ik 
(—) 试剂 
丙烯 酰胺 凝 胶 贮 存 液 
丙烯 酰胺 40g 


甲 又 双 丙 烯 酰胺 1.52 

YF 100ml 去 离子 水 ,过 滤 后 装 人 棕色 瓶 中 , 4%C 下 保存 。 
4x PB RAK 

Tris-HCl 1.5 mol/L pH 8.8 
4X 大 孔 胶 缓冲 液 

Tris-HCl 0.5 mol/L pH 6.8 
SDS 溶液 

SDS | 20% 

i it RR 1.5% 

用 前 配制 。 
TEMED 溶液 

TEMED 0.5% (V/V) 

用 前 配制 。 
5X 样 品 处 理 缓冲 液 

Tris-HCl 0.25 mol/L 

DIT, "50.1 tmol/L Z 

SDS 5% 

蔗糖 1.25mol/L 

pH 7.5 

电泳 缓冲 液 

甘氨酸 0.36mol/L 

Tris 5m mol/L 

SDS 0.1% 

pH 8.3 
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电泳 时 用 蒸馏 水 稀释 一 倍 。 
染色 液 

考 马 斯 蓝 R250 0.05% 

BARRE 25% 

醋酸 10% 

脱色 液 - 

水 :乙醇 : 冰 栈 酸 为 8:3:1 (V/V) 

(=) 操作 
C1) , 制 胶 。. 垂 直板 和 水 平板 凝 胶 的 制备 方法 是 相 似 的 ， 下 面 以 垂直 板 为 例 说 明 聚 丙 
烯 酰胺 凝 胶 的 制备 过 程 。 首 先 选 择 两 块 2 一 3mm 厚 的 表面 平整 的 玻璃 板 ( 大 小 根据 需要 
Me) 用 去 污 剂 清净 ， 再 分 别 用 自来水 和 蒸馏 水 冲洗 干净 。 移 动 洗 净 后 的 玻璃 板 时 最 好 
带 医用 乳胶 手套 ， 不 要 用 手 接触 玻璃 板 表面 。 玻 璃 板 直立 空 干 后， 在 两 块 板 之 间 的 左 、 
右 、 下 三 面 夹 上 塑料 条 或 玻璃 条 ， 厚 度 可 根据 需要 和 上 样 量 而 定 ， 一 般 在 1 一 4mme。 用 
夹子 夹 好 后 ， 再 用 石蜡 或 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 封 边 ， 垂 直 放 好 。 然后 在 上 口 先 按 所 需 的 胶 
浓度 加 大 分 离 胶 ; 到 离 顶部 3 一 4cm 时 ， 再 轻 轻 加 入 高 :0.2cm 的 无 离子 水 以 隔离 空气 。 
等 分 离 胶 聚合 后 ， 倒 掉 上 层 的 水 ， 再 加 大 大 孔 胶 ,放样 品 梳子 ， 梳 齿 下 沿 离 分 离 胶 lcme 
封 水 隔离 空气 。 等 大 孔 胶 聚合 后 倒 术 水 , 小 心 取 掉 梳 子 和 下 边 的 边 条 , 安装 在 电泳 槽 上 ， 
装 好 电泳 缓冲 液 ,随后 上 样 。 
几 种 常用 凝 胶 浓度 的 配方 如 下 : 
分 离 胶 


胶 浓 度 Cml) 


丙烯 酰胺 贮存 液 7.3 5.36 6.8 13.5 
4 勾 分 离 胶 绥 冲 滚 11.25 75 7.5 11.25 
20% SDS 0.22 0.15 0.15 0.22 


1.5% ste 2.25 1.5 1.5 2.25 
0.5% TEMED 2.25 1.5 1.5 2.25 
H,O 21.75 13.73 12.6 15.53 


BRR 45 30 30 45 


大 和 孔 胶 
丙烯 酰胺 贮存 液 “0.67ml 
4X 大 孔 胶 缓冲 液 2.5ml 
20% SDS 0.05ml 
15% 过 硫酸 铵 1.03ml 
0.5% TEMED 1.03ml 
H,0 4.62ml 
总 体积 10ml 
(2) 上 样 。 先 在 加 样 孔 加 满 电泳 缓冲 液 。 将 样品 和 样品 处 理 缓 冲 液 按 4:1 比例 混合 
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tT, MKBARI 分 钟 ， 冷 却 后 ， 加 少量 示 踪 染料 〈 碱 竹 缓 冲 液 -- 般 可 用 0.1 多 溴 酚 蓝 )， 
5 一 10wl, 即 可 用 微量 加 样 器 上 样 。 加 禅 时 将 加 样 器 下 口 伸 人 到 加 样 孔 下 部 小 关 加 入 。 
聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 析 电 泳 所 需 样品 的 量 不 大 。 一 个 加 样 孔 只 需 5 一 1004l 的 样品 溶液 
《1 一 100wg 蛋白 质 样 品 )。 由 于 样品 组 分 不 同 , 用 量 可 在 -- 定 范围 内 调整 ,组 分 越 少 的 样 
品 用量 也 越 少 。 

(3) 电泳 用 电泳 缓冲 液 浸 刘 的 三 层 滤纸 将 上 槽 缓冲 液 与 凝 胶 板 上 口 的 缓冲 液 沟通 ， 
形成 缓冲 液 - 滤 纸 桥 。 要 尽量 缩短 上 槛 和 凝 胶 板 之 间 的 距离 ,以 减 短 纸 桥 ， 降 低 电 阻 。 接 
通电 源 ,起 始 用 30mA 电流 , 示 踪 染料 通过 大 孔 胶 后 ,用 70mA 的 恒定 电流 。 FLU 5—6 
小 时 。 

(4) 染色 和 脱色 。 电 泳 结束 后 ,取出 凝 胶 , 淄 人 到 考 马 斯 蓝 R250 染色 液 中 过 夜 后 ， 
BRAK ARPHE,m 2 一 3 次 脱色 小, 直到 把 本 底 洗 脱 干 净 。 

如 在 聚 丙烯 酰胺 电泳 后 进行 电泳 转 膜 和 蛋白质 杂交 方法 检测 ， HU Fae 

(5) 电泳 图 谱 分 析 。 为 了 检测 外 源 基因 在 寄主 细胞 内 的 表达 产物 ， 一 般 要 将 重组 
DNA 克隆 的 蛋白 质 抽 提 物 和 不 含 重组 DNA 的 寄主 细胞 的 蛋白 质 抽 提 物 同 时 土 样 ， 不 
含 重组 DNA 的 寄主 细胞 抽 提 物 作为 阴性 对 照 。 同 时 还 要 上 样 一 组 合适 的 已 知 分 子 量 
的 蛋白 质 作 为 标准 ， 以 便 绘 制 分 子 量 标准 曲线 。 如 果 有 该 外 源 基 因 编 码 的 蛋白 质 纯化 样 
品 作为 阳性 对 照 ， 则 更 有 利于 对 电泳 结果 进行 分 析 。 电 泳 分 离 和 染色 后 ,如 果 重 组 DNA 
克隆 蛋白 质 抽 提 物 的 电泳 图 谱 中 含有 比 阴性 对 照 多 余 的 蛋白 区 带 ， 而 此 蛋白 区 带 的 迁移 
率 和 阳性 对 照 蛋白 质 的 迁移 率 祖 同 ， 则 可 初步 判断 此 蛋白 区 带 可 能 是 外 源 基 因 的 表达 产 
物 。 如 果 没 有 纯化 样品 作为 阳性 对 照 ， 则 可 根据 此 多 余 蛋白 质 区 带 的 迁移 率 和 分 子 量 标 
准 曲线 计算 此 蛋白 质 的 分 子 量 。 如 果 和 期 望 的 外 源 基 因 编 码 的 蛋白 质 分 子 量 相同 ， 也 可 
初步 判定 为 阳性 结果 。 为 了 得 到 确切 结果 ,可 用 以 下 蛋白 质 杂 交 方 法 做 进一步 鉴定 。 


= 电泳 转移 


剪 切 与 电泳 后 的 蛋白 质 丙烯 栈 胺 凝 胶 同样 大 小 的 一 张 硝酸 纤维 素 膜 和 两 张 - What- 
man 3MM 滤纸 。 在 硝酸 纤维 素 膜 上 用 软 铅笔 标 好 方向 和 记号 ,将 膜 和 站 纸 用 电泳 缓冲 
液 浸 湿 。 把 一 张 滤纸 放 到 一 块 海绵 上 ， 海 编 下 边 是 一 块 布 满 徽 孔 的 有 机 玻璃 板 。 把 硝酸 
纤维 素 膜 放 在 滤纸 十, 然后 小 心地 把 蛋白 质 丙烯 酰胺 凝 胶 铺 到 膜 士 ?用 玻璃 棒 赶 出 膜 和 胶 
闻 的 气泡 ,再 放 一 张 滤纸 在 胶 上 ,然后 盖 一 块 海绵 , 压 一 块 带 微 孔 的 有 机 玻璃 板 。 将 上 、 下 
两 块 徽 孔 有 机 玻璃 板 压 紧 后 插 人 电泳 槽 壁 上 的 沟 槽 内 ， 在 电泳 槽 内 加 满 电 泳 缓冲 液 ， 接 
通电 源 就 可 进行 电泳 转移 。 接 电极 时 要 注意 ， 从 凝 胶 到 硝酸 纤维 素 膜 的 方向 要 和 电泳 方 
向 一 致 。 电 压 用 6V/cm， 一 般 1 一 2 小 时 束 可 转移 完全 。 电 泳装 置 示 意图 见 本 蔬 上 册 图 
4.11 

电泳 转移 后 的 硝酸 纤维 素 可 以 染色 CREA 0.1% 氨基 黑 、40 多 甲醇 和 10% BE 
酸 ) 和 脱色 《脱色 液 为 90 多 甲醇 和 2% 醋酸 )。 如 果 随 后 进行 免疫 学 方法 测定 , 则 不 用 染 
色 。 
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os ee 三 、 抗 体 的 放射 性 检测 法 : ;,， 


电泳 转移 后 的 硝酸 纤维 素 膜 淄 人 含 牛 血清 自强 自 的 绥 冲 液 中 - .(3%% 牛 血清 白 蛋白 、 
0.9%NaCl 和 10 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4)， 于 40° 保温 1 小时， 封闭 膜 对 蛋白 页 
的 非特 异 结合 。 | 标记 抗体 加 到 含 3% 牛 血清 白 蛋 白 和 10% 载体 血清 的 盐 溶液 中 
(0.9% NaCl 和 10 mmol/L Tris-HCl pH 7.4)， 每 毫升 中 含 抗体 的 量 大 约 为 10"c/m， 
再 加 入 0.01% 的 NaN, 然后 把 膜 淄 人 上 述 反 应 液 中 ，100cm: 膜 用 3ml 左右 的 反应 
液 , 在 室温 反应 6 一 7 小 时 ， 反 应 结束 后 用 磷酸 缓冲 的 生理 盐水 〈10 mmol/L 磷酸 钠 和 
0.9% NaCl) 充分 洗涤 (一 般 洗 4 一 5 次 ) , 洗 好 后 用 吹风 机 了 歇 干 , 压 好 和 XX 光 片 , 置 低温 冰箱 
自 显影 。 

第 四 章 和 第 五 章 讲述 了 分 子 克隆 技术 的 基本 原理 和 方法 。 其 主要 过 程 可 用 图 5.1 的 
简 图 表示 。 
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图 5.1 SARA. 
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BAB 基因 .文库 
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第 一 节 引言 


分 子 克 隆 技术 是 基因 工程 的 核心 ,同时 , 它 为 从 分 子 水 平 研究 生物 体 基因 的 结构 、 表 
达 和 调控 提供 了 必要 的 技术 。 进 行 分 子 克 隆 的 首要 工作 是 分 离 所 需 的 特定 基因 片段 。 


基因 实质 上 就 是 染色 体 DNA ' 上 一 段 特 定 的 核 苷 酸 序列 , KREWNAS T Miah 
种 蛋白 质 或 酶 或 RNA 的 完整 的 遗传 密码 。 分 离 基因 存在 许多 困难 。 首先 是 基因 种 类 
繁多 s 简单 生命 物质 一 DNA 病毒 就 含有 近 十 个 至 数 百 个 基因 , 原核 生物 有 几 千 个 , 真 
核 细 胞 的 基因 数目 则 有 上 万 至 几 万 个 ,而 人 类 染色 体 中 可 达 10 个 左右 的 基因 。 如 此 众 
多 的 基因 ,其 化 学 结构 均 由 腺 味 叭 〈A)、 鸟 便 嘎 哈 〈《G)、 胞 喀 啶 《C) 和 胸腺 旷 啶 CT) 
四 种 核 痛 酸 组 成 ;使 彼此 在 理化 性 质 上 十 分 相近 ,因此 ,采用 一 般 的 物理 、 化 学 方法 不 易 将 
它们 分 开 。 其 次 是 基因 本 身 结 构 的 复杂 性 。 对 于 真 核 细 胞 来 说 ， 结 构 基 因 不 仅 包含 了 全 
部 编码 区 ;还 包括 了 间隔 于 编码 区 之 间 的 非 编 码 区 《〈 播 人 序列 , 即 内 含 子 ), 一 个 结构 基因 
内 可 存在 几 个 以 上 的 内 含 子 , 从 而 使 基因 结构 变 得 复杂 ,长 度 增 大 。 除 结构 基因 外 ， 还 有 
控制 和 调节 基因 表达 的 序列 s。 造成 基因 分 离 困难 的 第 三 个 因素 是 细胞 内 每 种 基因 的 含量 
极 少 。 不 论 是 原核 还 是 真 核 细胞 ,大 多 数 结构 基因 都 是 单 措 贝 ,例如 珠 蛋 白 链 有 146 个 
氨基 酸 , 其 基因 密码 相当 于 约 500bp 长 度 ， 它 在 细胞 染色 体 DNA 的 2.9 x 10°bp 中 所 
占 比 例 极 小 (1.7 X 10“)。 最 后 的 困难 则 是 如 何 检测 被 分 离 的 基因 ,证 明 它 确实 是 所 需要 
的 基因 。 

尽管 如 此 ,近年 来 还 是 提出 了 一 些 分 离 某 些 特 殊 基 因 的 方法 。 例 如 ,利用 氧化 钨 密度 
梯度 平衡 超速 离心 法 把 G-C 配对 含量 高 的 基因 和 G-C 含量 低 的 基因 片 有 分 开 , 有 人 曾 
用 此 法 分 离 了 爪 蟾 中 的 5S DNA, Bi, ABH AABRAT OD BEA ABRAM 
子 方 向 相反 的 两 种 特定 噬菌体 完成 的 。 : 当 把 来 自 此 两 种 叹 菌 体 的 DNA 单 链 进行 退火 
it, 两 条 链 上 的 操纵 子 部 分 的 核 背 酸 重新 以 氨 键 组 成 双 链 ， 而 DNA 链 的 其 余部 分 仍 为 
松散 的 单 链 ,它们 可 用 单 链 核酸 酶 切除 , 留 下 的 双 链 部 分 即 是 乳糖 操纵 子 的 基因 。 在 真 核 
细胞 染色 体 DNA 中 ;rDNA 《核糖 核 蛋 白 体 RNA 的 基因 有 数 百 次 重复 )、5SDNA GS 
RNA A), tRNA 基因 和 组 蛋白 基因 均 为 多 拷贝 基因 ,分离 就 相对 容易 些 。 

为 提供 基因 工程 用 的 目的 基因 , 真 核 细 胞 基因 分 离 主要 选用 反 转 录 的 方法 , 即 本 书 第 
七 章 介绍 的 cDNA 的 制备 。 首先 分 离 真 核 细 胞 的 mRNA, 借 反 转录 酶 合成 互补 于 
mRNA 的 DNA 拷贝 ( 称 之 cDNA)。 早 期, 人们 从 总 mRNA 中 分 离 纯化 或 富 集 某 特异 
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mRNA， 再 借 反 转 录 酶 合成 EDNA， 可 是 ,特异 性 mRNA 含量 往往 很 低 , 极 难 分 离 纯 化 
到 足够 的 量 , 因 此 ,现在 大 多 采用 cDNA 库 的 方法 ， 即 用 总 的 mRNA 反 转 录 成 CDNA, 
把 双 链 的 cDNA 克隆 到 合适 载体 之 中 组 成 cDNA #, 然后 从 cDNA 库 中 再 筛选 出 所 
需 特 异 基因 。 此 方法 分 离 到 的 真 核 细胞 特异 基因 就 不 含有 原来 结构 基因 中 的 非 编 码 序 
列 , 所 以 可 直接 提供 基因 工程 表达 研究 ,生产 相应 的 蛋白 产物 。 

人 工 合成 基因 是 为 分 子 克隆 提供 外 源 基因 的 又 一 重要 途径 。 DNA 序列 测定 揭示 了 
基因 的 一 级 结构 ;蛋白 质 纯化 和 氨基 酸 顺 序 分 析 技 术 的 发 展 , 可 测 出 某 蛋 白质 肽 链 的 氨基 
酸 序 列 ,这 些 均 为 基因 的 人 工 合成 提供 了 必要 的 信息 。 殉 其 是 DNA 化 学 合成 技术 的 迅 
速 发 展 、 固 相合 成 方法 的 出 现 和 DNA 合成 仪 的 诞生 ， 使 之 有 可 能 在 短 时 间 内 合成 某 特 
定 的 基因 片段 。 在 二 些 多 耿 类 激素 的 基因 工程 研制 中 ， 不 少 外 源 基 因 是 国 划 学 合成 或 部 
分 化 学 合成 得 到 的 。 譬如 生长 激素 释放 抑制 因子 〈somatostatin) 站 在 大 肠 杆 菌 中 克隆 和 
表达 用 的 基因 ， 就 是 由 八 侦 人 工 合成 的 寡 核 苷 酸 经 连接 酶 作用 拼接 成 功 的 。 人 生长 激素 
克隆 用 的 基因 则 由 合成 片段 (与 激素 中 1 三 苹 位 氨基 酸 相 应 的 核 苷 酸 片 仆 ) 和 双 链 cDNA 
(相应 于 24 一 191 位 氨基 酸 序 列 ) 连 接 组 成 的 。 

基因 都 定位 于 细胞 的 染色 休止 ,所 以 染色 体 DNA 是 分 离 基因 的 主要 材料 。 早 期 , 采 
用 限制 性 内 切 酶 或 者 栅 械 方法 (例如 超声 波 处 理 ) 将 染色 体 .DNA 打 断 通过: T4 DNA 连 
ERIE SRR DNA 重组 ,并 把 重组 体 DNA 转 人 相应 受 体 菌 中 进行 无 性 昆 殖 ， 得 
到 的 是 一 大 群 含 不 同 外 源 DNA 片段 的 克隆 ,这 就 是 所 谓 的 鸟 枪法 〈shot gun)。 然 后 以 
放射 性 标记 的 纯 mRNA 或 DNA FRR, 与 菌落 进行 原 位 杂交 选 出 所 需 的 特异 基 
因 。 或 者 可 利用 特定 基因 营养 缺陷 型 受 体 菌 的 遗传 标记 筛选 方法 分 离 相应 基因 。 可 是 质 
粒 DNA 可 容纳 的 外 源 DNA 的 长 度 有 限 ; 超 过 ?7 一 10kb 的 基因 片段 的 重组 与 克隆 就 较 
困难 。 随 着 吻 菌 体 载体 的 应 用 ,使 得 可 插 人 的 外 源 DNA 片段 长 度 大 为 增加 ;最 夫 限 量 在 
22kb。 尤 其 是 考 斯 质 粒 〈cosmid) 载体 ， 它 可 携带 长 度 为 45kb 的 外 源 DNA, 在 此 基 
础 士 发 展 了 构建 基因 文库 的 技术 ， 从 基因 文库 中 分 离 和 筛选 同一 生物 体内 的 各 种 基因 片 
Bro 二 ame i 


二 、 什 么 是 基因 文库 


基因 文库 是 指 含 有 某 种 生物 基因 组 中 不 同 基因 片段 的 .DNA. 重 组 体 的 二 群 克隆 。 把 
原核 或 真 核 细胞 的 染色 体 DNA 〈 即 基因 组 。 genome) 切割 成 一 定 大 小 的 片 展 将 庆 科 
和 含 适 的 载体 (例如 质粒 或 叹 菌 体 ) 进 行 重组 ,可 得 到 一 系列 的 DNA BAK. 当 以 质 
粒 为 载体 时 ;重组 的 DNA 分 子 可 被 引入 宿主 细胞 中 号 形成 一 大 群 各 含 不 同 DNA 重组 
分 子 的 转化 菌 ; 若 采用 1 噬菌体 DNA 作 载 体 ,重组 的 分 子 可 在 体外 包装 成 二 群 重组 的 
噬菌体 颗粒 。 虽 然 一 个 克隆 只 含 基因 组 内 的 一 个 片 豚 , 但 只 要 切割 基因 组 是 随机 的 而且 
得 到 的 重组 体 克 隆 数 目 足 够 大 ， 那 么 构建 成 的 克隆 群体 就 可 能 包含 基因 组 内 全 部 基因 片 
段 ,成 为 基因 组 的 代表 。 因 此 ;* 这 样 的 克隆 群体 犹如 一 个 贮存 有 基因 组 肉 各 种 基因 的 库 
故 称 为 基因 文库 ;英文 为 ,genomic 1library， 也 称 gene library Be gene bank, 

对 于 原核 细胞 和 低 等 真 核 细 胞 来 说 ,基因 结构 比较 简单 ,它们 的 基因 文库 就 可 以 作为 
直接 提供 基因 工程 所 需 的 各 种 有 兴趣 基因 的 重要 来 源 。' 而 较 高 等 的 真 核 细 胞 ， 尤 其 是 大 
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和 哺乳 动物 细胞 ;基因 结构 复杂 。 一 个 结构 基因 往往 可 被 几 个 以 上 的 插入 序列 所 间隔 , 因 
此 由 基因 文库 中 分 离 得 到 的 基因 片段 很 难 直接 用 于 体外 的 表达 研究 -但 是 它们 对 真 核 细 
胞 基因 结构 的 分 析 \ 基 因 表 达 和 调控 的 研究 有 着 重要 作用 。 尤 其 在 染色 体 步 移 研究 中 , 基 


因 文 库 更 为 重要 。 


一 个 理想 的 基因 文库 应 该 是 : © 构建 成 的 克隆 群体 包含 完整 基因 组 的 全 部 DNA 
序列 。 这 就 要 求 在 打 断 基因 组 DNA 时 尽 可 能 做 到 随机 切割, 并 且 提供 克隆 用 的 片段 要 
有 足够 的 长 度 ， 使 其 含有 整个 基因 以 及 它们 的 侧 必 序列 。 通 过 对 外 源 基 因 序列 有 部 分 重 
倒 的 某 些 克隆 株 的 分 析 ; 可 呈 显 出 基因 的 全 部 序列 以 及 邻近 区 域 , 从 而 有 助 于 选择 合适 克 
隆 ; 切 出 感 兴趣 基因 的 全 部 序列 ,同时 群体 的 克隆 数目 要 足够 ， 保 证 基因 组 中 各 基因 序列 
全 部 被 重组 于 克隆 群体 中 。@@ 构建 基因 文库 所 需 的 起 始 材料 用 量 要 少 。 这 样 就 使 那些 
不 易 取 得 的 材料 如 肿瘤 组 织 等 有 可 能 被 建成 基因 文库 ;以 进行 其 基因 结构 和 功能 的 研究 。 
@@ 建成 的 基因 文库 可 被 扩 增 ， 并 在 扩 增 过 程 中 不 会 导致 重组 体 的 丢失 或 产生 不 正常 的 
新 重组 体 。 基 因 文 库 要 稳定 ;便于 贮存 ， 不 因 保存 几 年 而 引起 克隆 的 明显 丢失 。 只 要 在 
操作 中 载体 和 宿主 细胞 选择 恰当 , 便 可 以 达到 这 二 目的 。 图 基因 文库 的 克隆 数目 要 在 一 
个 便于 筛选 的 数量 级 范围 内 。 克 隆 量 过 大 将 会 使 筛选 增加 很 多 工作 量 ， 又 要 花费 过 多 的 
MHA, Mo WERK 有 葛 替 代 型 载体 或 考 斯 质 粒 的 选用 ， 使 插入 载体 的 DNA 片段 长 达 
22kb， 以 至 45kb， 这 样 相应 地 减少 了 构建 一 企 完 整 的 基因 文库 所 需 达 到 的 克隆 数目 。 考 
斯 质粒 的 最 大 载 量 虽 为 45kb 左右 * 但 由 于 使 用 时 它 比 1 叹 菌 体 的 替代 型 载体 困难 ,所 以 
构建 基因 文库 时 更 多 地 选用 噬菌体 的 替代 型 载体 。 


三 、 基 因 文 库 构 建 的 基本 步骤 


目前 较 多 地 选用 A 曙 菌 体 的 替代 型 载体 来 构建 基因 文库 ， 图 6.1 介绍 了 使 用 这 样 的 
载体 构建 基因 文库 的 基本 步 又 : 

C1) 首先 ,制备 染色 体 〈 基 因 组 ) DNA, 并 用 合适 的 限制 酶 《如 Sau 3A1) 进行 部 
分 降解 和 分 离合 适 大 小 的 插 人 片段 〈18 一 22kb);， 以 提供 重组 用 的 外 源 DNA 片段 ; 当 
然 也 可 采用 机 械 切 割 的 方法 〈 如 超声 波 破碎 ) 来 降解 染色 体 DNA， 而 且 这 种 方法 切割 
DNA 随机 的 程度 更 高 ,但 是 产物 要 经 过 末端 修饰 》 使 之 含有 与 载体 片 假 相对 应 的 粘 末端 
结构 才能 与 载体 重组 ; 

《2) 其 次 ,选择 和 处 理 载体 。 图 中 介绍 的 是 经 过 人 工 改建 过 的 ) RRA SRR 
体 ( 如 EMBL3), 它 有 两 个 BamHI 的 切 点 ;用 酶 切割 之 后 就 分 为 三 段 : AB. ABM 
Riv Bo 左 、 右 两 避 包 含 了 感染 的 噬菌体 颗粒 繁殖 所 必需 的 全 部 基因 。 TRA RMR 
Stuffer， 含 有 的 基因 并 非 噬菌体 生存 所 必需 的 , 它 在 一 定 程度 上 起 着 支撑 载体 DNA 分 
巴特 定 长 度 的 作用 ; * 可 被 相当 长 度 的 外 源 DNA 所 取代 。 线性 载体 DNA 分 子 的 左 \ 右 两 
端的 5 位 各 有 长 度 为 12 个 核 苷 酸 的 单 链 突出 ,两 单 链 的 核 昔 酸 序列 是 互补 的 , 因此 可 借 
氢 键 把 线性 末端 粘 合 一 起 ， 此 末端 结构 称 之 粘 末 端 〈cohesive end), 因此 该 部 位 序列 被 
命名 为 "cos 位 点 。 它 对 于 1 喉 菌 体 是 很 重要 的 ,能 使 左 \ 右 两 臂 互 相 粘 合 而 形成 串联 状 的 
DNA 线性 分 子 , 提 供 了 重组 1DNA 分 子 在 体外 包装 成 噬菌体 颗粒 所 需 的 分 子 结构 。 噬 
菌 体 载体 的 结构 已 在 第 二 章 第 二 节 中 详细 介绍 。 在 使 用 替代 型 载体 时 ;重要 的 是 除去 中 
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图 6.1 基因 文库 构建 示意 图 。 载 体 中 标记 “左右 和 中 ?分 别 表示 4 噬菌体 DNA © 
NEE. ASM PRE 


RR, 或 者 经 酶 促 反 应 使 它 不 能 与 两 璧 自身 相连 ， 以 提高 两 臂 与 外 源 DNA 重组 的 效 

3) 第 三 步 是 将 载体 两 臂 与 外 源 DNA 片段 重组 。 这 主要 靠 T+ DNA 连接 酶 的 作 
用 。 在 连接 反应 中 ， 适 当 的 底 物 浓度 以 及 插 人 片段 和 载体 的 适宜 比例 是 得 到 高 音量 重组 
体 和 创造 下 一 步 体外 包装 时 最 适 底 物 的 重要 条 件 。 

(4) 重组 DNA 分 子 在 体外 包装 成 噬菌体 颗粒 ， 便 可 直接 用 于 第 选 感 兴趣 的 基因 。 
重组 的 DNA 还 可 转 染 大 肠 杆菌 ， 在 细菌 体内 繁殖 噬菌体 颗粒 。 但 转 染 的 效率 比较 低 ， 
以 每 微克 插 和 人 DNA 的 量 计算 在 10'pfu 〈 史 菌 斑 形 成 单位 ) 左 右 。 这 样 的 数目 对 于 组 建 
基因 组 分 子 量 较 小 的 细菌 或 酵母 类 生物 的 基因 文库 尚 可 满足 需要 ， 但 对 构建 含 重组 体 百 
万 种 以 上 的 高 等 真 核 细 胞 的 基因 文库 来 说 ,效率 实在 太 低 。1975 年 Becker #1 Gold: fii] 
备 了 噬菌体 体外 包装 用 抽 提 物 ， 并 成 功 地 实现 了 ADNA 在 体外 包装 成 噬菌体 颗粒 的 实 
验 。 实 验 表明 ,每 微克 ADNA 《野生 型 ) 体 外 包装 效率 为 10 一 10*pfu。 重 组 的 . DNA: 分 
子 包 装 效率 也 可 达 每 微克 DNA 10 一 10pfu， 这 比 噬菌体 DNA 转 染 宿主 细胞 的 效率 
大 大 提高 了 。 这 样 ,使 真 核 细胞 基因 文库 的 构建 既 减 少 了 工作 量 , 又 节省 了 大 量 的 起 始 材 
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料 
GC) 基因 文库 的 扩 增 和 贮存 。 把 体外 包装 得 到 的 重组 喉 菌 体感 染 合 适 的 大 肠 杆菌 宿 
主 菌 ;可 将 构建 的 基因 文库 扩 增 。 一 般 认 为 琼脂 板 的 固体 培养 比 液体 培养 的 扩 增 要 好 。 把 
在 琼脂 板 土 扩 增 的 噬 菌 斑 用 鸣 菌 体 缓冲 液 洗 脱 ,并 低速 离心 除去 未 被 感染 的 细菌 , 取出 上 
清 液 , 加 和 人 上 少许 氯仿 防止 菌 的 繁殖 , 吧 菌 体 就 可 于 Acre. EP RN BERS LRA 
克隆 的 丢失 ,这 将 在 以 后 章节 中 讨论 。 
关于 基因 文库 的 构建 ，Mamniatis;，Fritsch 和 Sambrook 编著 的 《分 子 克 隆 一 一 实验 
室 手 册 》 (人 参考 文献 2) 一 书 已 有 详细 的 叙述 。 读 者 可 以 参照 手册 中 介绍 的 方法 操作 。 本 
章 仅 将 逐一 讨论 构建 基因 文库 各 步骤 中 的 有 关 问 题 , 以 供 读者 参考 
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.已 如 上 所 述 。 构 建 基因 文库 的 一 般 步骤 中 ， 首 要 的 一 步 是 从 细胞 或 组 织 中 抽 提 供 体 
DNA 以 及 制备 克隆 用 的 _DNA 片 届 。 抽 提 的 供 体 DNA 的 质量 ,以 及 制备 方法 ,将 影响 
所 构建 基因 文库 的 代表 性 。 


一 、 染 色 体 DNA 的 抽 提 


病毒 :细菌 \ 低 等 真 核 生 物 以 及 哺乳 动物 和 人 的 基因 组 的 大 小 差别 甚大 ,但 是 ,不 论 什 
么 来 源 的 供 体 DNA， 在 构建 基因 文库 时 都 必须 满足 一 个 基本 的 要 求 : 要 尽 可 能 保持 抽 
Wik DNA 的 高 分 子 量 。 从 细胞 中 分 离 染色 体 DNA 时 ,由 于 机 械 切 割 作用 不 可 吕 
免 地 会 有 所 断裂 ,但 要 尽 可 能 地 把 断裂 作用 减 到 最 低 程度 。 建 立 真 核 细 胞 的 基因 文库 ; 主 
要 是 采用 替代 型 的 吻 菌 体 载体 , 插 人 的 基因 片段 一 般 在 18—22kb 大 小 范围 〈14kb 以 
上 片段 也 符合 需要 ); 若 用 考 斯 质 粒 作 载 体 , 插 人 的 片 耻 要 求 更 长 (30 一 45kb)。 按 我 们 的 
Am, HAHA DNA 制剂 的 片段 长 度 必 须 超过 100kb。 如 果 抽 旬 的 染色 体 DNA 
断裂 成 比较 小 的 碎片 (小 于 50 一 100kb)， 当 用 限制 酶 (Sou 3AI) 进行 部 分 水 解 时 ,产生 
的 合适 大 小 范围 的 酶 解 片段 时 会 有 相当 一 部 分 片 朋 的 一 端 不 持 有 Sau 3AI HR. 这 
样 的 片 眉 借 BamHI 位 点 和 7 载体 的 两 璧 相连 时 ,往往 只 有 一 端 可 与 载体 臂 相 连 , 另 一 辟 
不 能 连接 。 所 以 ,不 合格 的 供 体 DNA 片 眉 ,犹如 重组 链 的 “中 止 者 "， 抑 制 着 与 载体 的 重 
组 连接 以 及 重组 DNA 的 体外 包装 效率 。 所 以 说 ,高 分 子 量 染 色 体 DNA 的 提供 是 构建 
理想 的 基因 文库 的 重要 基础 ,尤其 是 对 于 复杂 结构 的 真 核 细 胞 的 基因 文库 ,因为 它 的 完整 
文库 需要 包含 有 百 万 个 以 上 的 克隆 。 


(一 ) 酚 法 抽 提 染色 体 DNA 


这 是 制备 DNA 最 常 使 用 的 方法 。 在 细胞 裂解 之 前 ， 可 以 先 向 组 织 中 加 和 人 裂解 缓冲 
液 并 匀 浆 。 缓冲 液 含有 强 的 去 污 剂 (SDS、Triton X-100 或 Sarcosyl)， 有 益 于 DNA 
从 细胞 核 中 释放 ,同时 抑制 着 内 源 性 DNase 活性 。 裂 解 后 溶液 变 得 粘 稠 , 此 后 要 尽 可 能 
减少 机 械 切 割 。 这 种 切割 作用 往往 出 现 于 制剂 的 剧烈 混和 、 振 摇 的 过 程 中 。. 当 通过 注射 
器 针头 或 者 用 吸管 转移 裂解 液 时 ,也 会 导致 DNA 分 子 的 机 械 断 裂 。 所 以 在 进行 酚 或 毛 
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仿 - 异 成 醇 抽 提 时 ， 要 注意 : @ 有 裂解 体积 适当 大 些 ,不 要 使 裂解 液 太 粘 稠 ; OMMERET 
FE— Fh iD A LAA 550ml 带 盖 塑 料 管 中 进 行 ， 裂 解 液 加 等 体积 饱和 酚 后 ,7 摔 紧 盖 
子 ， 靠 慢 慢 地 上 下 颠倒 管子 混 匀 两 相 , 切 忌 剧 烈 振 摇 ; © MRA DNA ARN, 
用 蝇 粗 而 光滑 的 吸管 ， 避免 用 口径 细小 的 滴 管 ;: © Mae, ee Ray 
能 不 采用 乙醇 沉淀 。 

从 培养 细胞 中 制备 高 分 子 量 DNA 的 方法 基本 上 包括 下 述 几 步 ; 

C1) 裂解 细胞 。 AIHA BASRA TE Shik (10mmol/L Tris- 
HCl, Immol/L 了 EDTA，pH8.0)， 使 浓度 为 等 毫升 约 含 10: 细胞 , 加 大 10 AR AR 
溶液 (0.5mol/L EDTA, pH8.0), 100ung/ml BAM K, 0.5% Sarcosyl), BOB, F 
50°C 7K ARF 3 Yo 

(2) 酚 抽 提 三 次 ,每 次 借 离 心 分 相 。 弃 有 机 相 和 中 间 层 ,取水 相 。 在 高 盐 浓度 时 ， 往 
往 有 机 相 在 上 层 , 必 须 注 意 区 分 。 若 采用 含 8- 羟 基 唆 咯 的 酚 液 , 可 由 相 的 颜色 《〈 酚 相 为 黄 
色 ) 来 区 分 有 机 相 和 水 相 。 在 两 相 的 中 间 层 主要 是 变性 蛋白 ， (Lites DNA, —fe 5] 
用 适量 TE 缓冲 液 反 抽 来 收回 DNA, AW AV 

(3) 透析 除 酚 。 透 析 液 可 用 50m mol/L Tris-HCl rake 0), 10m ml /L EDTA, 
10m mol/L NaCl, 透析 过 程 中 会 伴随 样品 体积 的 急剧 增加 (为 原来 的 2 一 3 倍 )， 所 以 透 
析 袋 要 留 有 一 定 空 间 。 

(4) 去 除 RNA, 透析 后 样品 用 无 DNase 活力 的 RNase 处 理 (10—100ug 酶 / 
ml 样品 )，37sC 保温 3 小时。 FRM TEAK, RIG RNase， 并 对 TE 缓冲 液 透 析 。 
除 尽 酚 后 ， 样品 于 4°C 贮存 。 Xp TAM; Sis | AEA 


xp CULE GREER DRS DNA. 


这 是 借 毛 化 钨 密度 梯度 的 平衡 超速 离心 作用 来 分 离 高 分 子 量 的 染色 体 -DNA;, 方法 
简便 ,容易 操作 ,减少 了 抽 提 DNA 步骤 , HMRC Re. 它 已 被 成 功 地 应 用 
FARA RR, LSE ETE A ee EL 
DNA, 

(1) 裂解 细胞 。 对 于 培养 细胞 可 同 酚 抽 提 法 。 如 果 从 组 织 中 制备 DNA, 可 先 分 离 
Alek, BAK, Bik DNA。 璧 如 从 肝脏 组 织 中 提取 DNA， 先 把 组 织 用 该 氮 快 
速 冰冻 ;并 在 彼 氮 存在 下 将 组 织 磨 成 细 粉 ， 再 悬浮 于 冷 的 缓冲 液 中 [10m mol/L Tris- 
HCl(pH7.4), 60m mol/L NaCl,10m mol/L EDTA, 0.15mmol/L 精 胺 ,0.15m mol/L 
精 胺 ; 0.5%(V/V) Triton-X100], FOR. QDRRAMYD AIBA, WIRE 7,000 r/ 
min 速度 下 4°C 离心 7—10 4) Bh We RBS LER AC —2¢ BAZ 10m 
. 体积 左右 )， 并 转 人 带 盖 的 塑料 管内 ， 加 10%Sarkosyl BARE 2%, 50°C KBRia 
60 分 钟 , 可 完全 裂解 细胞 核 。 

《2 大 氧化 钨 密度 梯度 离心 。 将 裂解 液 称 重 ， 按 每 克 裂 解 液 加 1.25g 固体 氧化 钨 加 入 
氧化 匈 。 加 盖 后 , 轻 轻 来 回 颠倒 管子 使 固体 盐 全 部 溶解 ,于 离心 管 中 室 温 《20*C) 超速 离 
心 。 离 心 条 件 为 : 

Beckman SW41 离心 头 39,000 r/min 48 小 时 ， 或 者 
Beckman 65 型 离心 头 55,000 r/min 24 小 时 
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Beckman VTi50 离心 头 45,000 r/min 16 小 时 

Bie, RNA 沉 于 管 底 ，DNA 区 带 处 于 梯度 的 中 间 部 位 。 HRA RNA, ESR RE 
一 点 的 位 置 插 一 针头 , 刺 破 管 壁 , 使 溶液 流出 ,以 0.5 一 1.0ml 分 部 收集 样品 。 当 有 DNA 
流出 时 ,溶液 会 变 粘 稠 。 分 别 从 每 管 中 取 2 一 5ml 样品 ,用 0.3—0.5% 琼脂 糖 电泳 以 确定 
DNA 峰 管 , 且 合 并 一 起 。 

一 般 经 一 次 离心 ,所 得 DNA 已 有 足够 纯度 ， 如 果 需 要 更 纯 更 浓 样 品 ， 可 把 合并 的 
DNA 样品 稀释 到 含 氧化 钨 5 5.5% 浓度 ,再 重复 超速 离心 一 次 

(3) 透析 5 样品 经 4*cC 下 对 TE 缓冲 液 充 分 透析 后 ， 可 贮存 在 消毒 试管 中 于 tc 保 
fo HEMI DNA 样品 太 稀 , 还 可 用 等 体积 正 丁 醇 抽 提 , 得 到 合适 浓度 后 , 再 透析 除去 
残存 的 丁 醇 

按 上 述 步骤 制备 的 DNA， 分 子 量 很 高 ,制剂 完全 可 以 满足 构建 基因 文库 的 要 求 。 如 
果 认 为 还 需 进 行 蛋白 酶 K 处 理 和 酚 抽 提 , 则 所 用 有 蛋白酶 人 必须 是 无 DNase 活性 的 ， 而 
且 酚 抽 提 时 一 定 要 操作 缓和 ,以 防 DNA 断裂 。 


(=) DNA 制剂 的 分 子 大 小 检测 


样品 〈50 一 100ng 左右 ) 在 0.3 一 0.5% 琼脂 糖 凝 胶 板 上 ， 低 电压 《2 一 5V/jcm) 下 电 
泳 , 同 时 用 ADNA (48.5kb) 和 T4DNA (165kb 左右 ) 作 标 准 ,进行 比较 。 注 意 电泳 时 
要 控制 DNA 的 量 〈50 一 100ng 左右 为 好 ), 过 多 的 *DNA 使 电泳 后 荧光 区 带 变 宽 , 难 以 
相互 比较 。 


二 、 染 色 体 DNA 的 切割 


在 基因 文库 构建 中 , 为 了 保证 生物 体 基 因 组 的 全 部 序列 均 可 分 段 地 克隆 于 DNA 重 
组 体 的 群体 之 中 ,在 制备 插 和 人 的 DNA 片 眉 时 , 妥 尽 可 能 做 到 随机 切割 基因 组 DNA, 一 
般 认 为 ;机 械 性 切割 随机 率 最 大 ,但 机 械 力 打 断 的 DNA 片段 , 其 末端 往往 带 有 一 个 短 的 
单 链 尾巴 。 此 单 链 的 长 短 并 不 均一 ,其 核 音 酸 序列 也 不 能 互补 ,因此 被 切割 的 片段 不 宜 直 
接 与 载体 重组 连接 ,需要 把 末端 处 理 成 乎 末端 ,并 加 上 合适 的 寡 核 将 酸 连接 子 ， 提 供 特 定 
的 限制 性 内 切 酶 粘 末端 后 才 行 。 否 则 ， 会 严重 影响 连接 效率 。 较 多 的 人 主张 采用 限制 性 
内 切 酶 的 部 分 降解 来 制备 插 和 片段。 限制 性 肉 切 酶 有 特定 的 识别 位 点 ， 但 用 四 核 苷 酸 识 
别 特异 性 的 酶 〈 例 Alul、HaelI、Mbol、 和 Sau 3Al 等 ) 切割 随机 排列 的 DNA 分 子 
时 * 理 论 土 为 每 256 个 碱 基 即 有 一 个 切口 (1/4 7。 哺乳 动物 细胞 染色 体 DNA 含有 3 x 
10"bp， 要 从 中 切割 出 大 小 为 2 X 10'bp 的 一 整套 有 部 分 重 倒 序列 的 片段 ,采用 这 种 四 核 
苷 酸 识 别 特异 性 的 酶 基本 上 满足 了 切割 的 随机 性 要 求 。 而 且 选 用 象 Sau 3AI 或 Mbol 
酶 的 部 分 降解 供 体 DNA 产生 的 片段 持 有 PGATC 的 5 粘 末端 ， 因 此 可 直接 插 人 载体 
的 BamHl 位 点 ， 而 无 需 其 他 修饰 或 处 理 。 下 面 将 介绍 用 Sau3AI 部 分 切割 供 体 DNA 
以 及 降解 产物 片段 大 小 的 分 级 方法 。 


(一 ) 用 Sau 3AI 部 分 降解 DNA 
在 应 用 A 噬菌体 改建 的 载体 中 ， 采 用 比较 多 的 是 带 有 BamHI 插 人 位 点 的 载体 ， 例 
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Charon 28、141059， 新 近 改 建成 的 AEMBL3, L4 和 Charon 34; 35 等 等 。 因此 ,一 
些 能 产生 与 BamHI 相同 粘 末端 结构 的 四 核 背 酸 识 别 序列 的 酶 如 Mbol、S$au3AlI .可 被 选 
用 于 降解 供 体 DNA, Sau3Al 识别 序列 和 切割 的 末端 与 Mbol 相同 (GATC); 但 当 
GATC 序列 中 的 A 甲 基 化 后 ，Mbol 不 能 再 识别 ,而 Sau3AI WASH. 因此 用 .Sat 
3AI 替代 Mbol 进行 DNA 部 分 降解 ,随机 率 就 更 大 , 故 目前 更 多 选用 Sau 3Al 进行 部 
分 降解 ;其 步骤 如 下 。 

1. 部 分 降解 反应 条 件 的 测试 

C1) 取 20ug 染色 体 DNA， 加 40ul 5Xsau3AI 缓冲 液 ， 并 补水 至 终 体积 200ml。 
充分 混合 ,并 在 台式 高 速 离心 机 离心 5 秒 钟 ,使 DNA 溶液 全 部 集中 于 管 底 。 然后 取 0.5 
ml 或 1.5ml RRR (Eppendorf 管 ) 9 支 ,并 编号 从 1 至 9。 在 第 1 BMA 40al 
DNA 溶液 ,其 余 各 为 20wl。 剩余 部 分 转 人 第 9 号 管 ， 作 为 不 加 酶 的 对 照管 。 反 应 管 置 
于 冰 浴 中 。 | 2 

(2) 在 第 1 号 管 中 加 入 4u 的 Sau3AI (lu/wg DNA)， 轻 轻 充分 混 匀 s。 从 中 取出 
200 快速 转移 至 第 2 管 中 , 依 次 转移 并 混合 均匀 ,直至 第 8 管 , 其 终 体积 将 为 404l。 第 9 
管 则 不 加 酶 。 如 此 转移 使 每 反应 管 中 酶 量 对 倍 下 降 , 第 1 BH 1u/pg DNA/20pl, 2 
管 稀释 为 0.54a， 至 第 8 管 中 酶 量 将 为 原 浓 度 的 11256。 | 

转移 稀释 酶 量 后 ,同时 将 1 至 9 管 置 37"c KBR 0 分 钟 ， FPA RE 向 
各 管内 加 入 Sul 100m mol/L EDTA， 以 停止 反应 。 

(3) 用 0.5 多 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 查 酶 解 反应 。 取 各 反应 产物 10a, aa MAHB- 
TRAD EK 3 刀 后 ,电泳 〈《2V/cm)。 电 泳 时 用 DNA 分 子 量 标准 作对 照 。 常 用 的 分 子 量 
标准 为 ADNA/Hindlll 降解 物 $ 其 片 有 分 子 量 为 23 到 9.4, 6.5、4.3、2.3、2.0 和 0.56kb。 
如 果 再 选用 ADNA/sacll 降解 物 〈 有 片段 20.3、18.8、8.1、1.1 和 0.2kb) 和 ADNA/pvull 
MERE CPB 14.3, 12.7, 11.9 和 9.5kb), 可 提供 14 一 20kb 的 更 精确 范围 。 凝 胶 经 省 
化 乙 锭 染色 后 , 即 可 在 紫外 灯 〈254nm) 下 观察 结果 并 照相 。 

(4) 适宜 酶 浓度 的 选择 。 由 所 得 照相 结果 ,遮盖 >22kb 和 一 18kb 的 区 域 ,观察 22 一 
18kb 区 域 间 产量 最 大 的 反应 管 号 ,得 到 相应 的 酶 浓度 ， 然 后 选择 此 浓度 的 二 分 之 一 量 为 
大 量 制 备 时 的 酶 量 。 另 一 种 选择 酶 量 方法 是 ， 在 确定 22 一 18kb 片段 产生 量 最 大 的 反应 
管 号 后 ,选用 此 管 号 及 其 前 后 相连 管 号 的 浓度 。 用 这 三 种 酶 浓度 分 别 水 解 DNA， ole 
并 产物 再 进行 分 级 ,这 样 可 避免 观察 时 造成 的 误差 。 

AY, 我 们 知道 DNA 链 上 酶 识别 位 点 周围 的 结构 会 影响 酶 解 速度 ， 即 在 相同 的 反 
应 条 件 下 ; 酶 切割 各 位 点 的 速度 不 一 致 。 从 上 述 测 试 酶 浓度 的 实验 中 ,将 发 现 此 现象 。 在 
较 大 的 酶 量 时 ,总 有 一 小 部 分 产物 处 于 较 大 分 子 量 的 范围 内 ,这 是 属于 不 易 被 酶 降解 的 部 
分 3 同样 在 很 小 酶 量 下 , 极 大 部 分 DNA 尚未 被 水 解 , 但 已 有 小 部 分 被 水 解 ， 这 一 部 分 称 
之 为 DNA 链 中 对 酶 敏感 的 部 分 。 为 了 保证 降解 作用 尽 可 能 地 随机 , 即 保证 在 所 取 的 一 
定 大 小 片 眉 《18 一 22kb) 中 包括 DNA 链 上 的 这 些 不 同 反 应 速率 的 序列 ， 建 议 在 供 体 
DNA 量 足 够 的 条 件 下 ， 多 取 几 种 酶 浓度 来 进行 部 分 降解 。 BDA WER ARE 
实验 时 剩余 的 反应 物 合并 于 大 量 级 制备 的 产物 中 ,一 起 进行 片段 的 分 级 ,以 提高 酶 解 作用 
的 随机 率 。 

《5) 大 量 级 的 部 分 降解 。 在 保持 与 测试 实验 所 选择 的 酶 浓度 、 反 应 时 间 :， 温 度 以 及 
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DNA 量 尽 量 一 致 的 条 件 下 ， 进 行 大 量 级 的 酶 解 反应 .在 15ml 带 盖 的 尖 底 塑料 管 中 含 
DNA 50 一 80wg， 反 应 体积 相应 在 500 一 800wl， 共 取 三 份 , 每 份 加 入 预先 选择 好 的 酶 量 
进行 部 分 降解 (37sC 60 分 钟 ) ;准时 加 0.5mol/ 工 EDTA(pH8.0) 至 终 浓 度 20mmol/L 以 
终止 反应 。 从 每 反应 管 中 各 取 10 和 反应 液 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 查 酶 解 程度 ， 其 余 的 
反应 产物 可 放 冰 洽 中 存放 。 

(6) 合并 酶 解 产 物 。 用 等 体积 酚 和 氯仿 - 异 戊 醇 〈24:1V/V) 的 混合 物 〈1:1V/V) 
抽 提 两 次 。 水 相 加 NaCl 至 0.3mol/L 后 ,加 入 两 倍 体积 的 乙醇 沉淀 。 回收 沉淀 后 ,再 县 
WF 200—400nl 的 TE 缓冲 液 中 。 

a egies sgh ol ox a ihe ge 


(=) 反应 产物 的 大 小 分 级 


常用 的 是 莽 糖 密度 梯度 离心 法 ， 也 可 以 选用 氧化 钠 梯 度 离心 法 。 后 者 的 优点 是 可 省 

去 除 蔗 糖 的 步骤 ,而 且 离 心 时 间 也 大 为 缩短 。 
“由 .蔗糖 密度 梯度 离心 法 

参考 文献 2 的 第 275 页 介绍 了 蔗糖 密度 梯度 离心 法 的 操作 。 下 面 简 述 另 一 方法 。 

在 适用 于 Beckman SW50.1 离心 头 的 离心 管 中 制 备 总 体积 为 5ml 的 蔗糖 密度 梯 
BEB 5—25% 芒 糖 的 线性 梯度 ,缓冲 液 为 0:1mol/L NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl (pH 
7.5), 2 mmol/L EDTA, 加 入 DNA 的 -Sau3AI 部 分 降解 产物 50 一 100 ug, ARAB 
过 2004l。 加 样 后 , 49°C 下 20,000r/min 离心 18 小 时 。: 小 心 取出 离心 管 , 借 管 底 扎 洞 或 
从 管 底 开 始 的 虹吸 方法 ,分 部 收集 〈100 ul/B) 0 

每 隔 三 管 , 取 Sul 样品 ,加 10ul TE 缓冲 液 稀释 后 进行 电泳 0.5 色 琼脂 糖 凝 胶 ) ,并 
用 1DNA/HindII1 降解 物 作 分 子 量 标准 ， 如 条 件 可 能 ,还 可 用 ADNA/pvul 和 2DNA/ 
sacl] 两 种 酶 解 物 作 标 准 , 以 提供 18 一 22kb 或 14 一 20kb 的 更 精确 部 位 。 由 电泳 结果 把 
合适 大 小 DNA FE (18—22kb 或 14 一 20kb) 合并 ,加 等 体积 TE BHR MRR 
RE) Ja, 再 加 1/10 体积 3mol/L NaAc 和 2.5 倍 体积 的 959% 乙醇 ， 一 20"C 2 小 时 (或 
—70% 30 分 钟 ) 语 ,离心 ,沉淀 经 用 70% CRRA, RAMEE HBT TE 缓冲 液 
(10—204l 左右 )。 取 0.5yul 样品 ,加 10ul TE 稀释 ,再 电泳 ,进一步 观察 合并 产物 的 分 
子 量 大 小 。 若 合适 , 即 可 以 供 构建 基因 文库 ,样品 于 一 20*c 保存 、 备 用 。 

2. 氧化 钠 密 度 梯 度 离 心 法 

RFA Beckman SW41 离心 头 时 ， 借 梯 度 形成 仪 在 12.5ml 离心 管 中 制 备 容积 为 
11lml 的 05 一 25%(W/V)-NacCl 梯度 。NaCl 中 含有 3mmol/L EDTA，pH8.0。 注 意 在 
形成 梯度 时 速度 应 维持 在 每 分 钟 1ml。 也 可 用 5ml 的 管子 制备 4.5ml ARE, FA Be- 
ckman SW50.1 头 离心 。 

11ml 梯度 上 铺 200—250ul 的 DNA 样品 ( 含 DNA 约 150wg)， 注 意 祥 品 体积 和 
DNA 量 不 宜 过 大 ， 否 则 影响 分 辩 率 。 将 梯度 装 人 SW41 头 ， 室 温 离心 37,000 r/min, 
4.5 小 时 。 然 后 分 部 收集 离心 咨 液 ， 每 0.25ml 一 管 。 每 隔 2 一 3 管 取样 品 204L， 经 2 一 3 
倍 稀释 后 ,用 0.5 色 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 分 级 的 样品 ,由 分 子 量 标准 来 衔 量 DNA 片段 大 
小 。 其 余 样 品 管 于 一 20sc 冰冻 保存 。 在 以 上 各 步 操 作 中 ,要 注意 清洁 , 尽 可 能 无 菌 , 以 防 
止 杂 酶 污染 。 
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合并 分 子 量 在 18 一 22kb( 或 者 14—20kb 的 部 分 降解 片段 ) 范 围 的 样品 ;加 等 体积 无 
菌 水 稀释 浓度 后 ,加 两 倍 体积 乙醇 沉淀 DNA, 沉淀 用 70% 冷 乙 醇 洗 两 次 , 尽 可 能 除去 过 
多 的 盐 , 每 步 均 需 伴 随 离心 收集 沉淀 。 最 后 , 减 压 抽 气 除 乙 醇 ， 样 品 溶 于 :20 一 50ml 消毒 
的 TE 组 冲 液 中 。 


(=) DNA 含量 测定 


在 将 供 体 DNA 片段 与 载体 重组 时 ,载体 和 供 体 DNA 分 子 的 合适 比例 以 及 反应 浓 
度 可 提高 重组 效率 。 所 以 在 进行 重组 前 要 得 知 DNA; 的 含量 。 由 于 制备 得 到 的 插 大 用 
DNA 片段 量 很 少 , 无 法 测 得 绝对 量 , 但 可 按 下 述 方法 测 出 大 致 含量 , 供 重 组 时 参考 5 

一 种 方法 是 取 1pl 制 得 的 DNA 样品 ,用 TE 稀释 至 20ul, MF 05% 琼脂 糖 凝 
胶 中 电泳 。 同时 用 相同 体积 〈《20ml) 含 不 同 量 1DNA (Pl 1, 0.75, 0.5, 0.25 AI 0.1 wz) 
标准 作对 照 , 在 含 省 乙 锭 〈0.5wg/ml) 缓冲 液 下 经 短 时 间 电泳 C1 ZIMA) J BET ARID 
相 , 照 相 时 选用 2 至 3 种 不 同 曝光 时 间 〈 注 意 避 免 曝光 时 间 过 长 )5 通过 相片 中 样品 区 带 
与 标准 DNA 区 带 比较 ,可 估计 供 体 DNA 的 含量 。 如 果 电 泳 时 间 过 长 ， lai DNA 样 
品 区 带 变 宽 ， BAD hit To 

另 一 种 方法 是 用 含 谢 乙 锭 〈1wg/ml) HOSUR, RAS 204 体积 中 舍 D. 

0.75, 0.5, 0.2 和 0.lug ADNA 的 标准 盗 液 ,点 于 蜡 膜 (parafilm) E, [ARP RR lal 供 体 
DNA 样品 ,稀释 到 同样 体积 《20m);》 并 排 点 于 纸 上 ， 在 254nm 波长 的 紫外 灯 下 照相 ， 
取 二 或 三 种 不 同时 间 的 曝光 条 件 , 由 所 得 照片 来 比较 供 体 DNA 和 标准 1DNA 地 
MASE. TASMAN DNA 含量 。 

测定 了 含量 后 的 样品 7 贮存 于 15m) 或 0.5ml 的 带 盖 尖 底 塑 料 管 中 ， 用 早 肛 封口， 
F— 20°C 保存 ,防止 染 菌 和 蒸发 。 若 无 菌 条 件 控制 得 好 ,可 在 4°C 保存 5 


〈 四 ) 插 人 考 斯 质 粒 的 外 源 DNA 片段 的 制备 


载体 考 斯 质 粒 的 一 个 优点 是 容纳 外 源 DNA 片 朋 的 能 力 比 葵 代 型 的 4 RRR A 
还 大 ,其 最 大 的 容纳 量 可 达 45kb。 因 此 ,在 构建 基因 文库 时 ,选用 考 斯 质 粒 作 载体 ,， 众 文 
库 的 总 克隆 数目 可 以 大 为 减少 ;有益 于 重组 和 筛选 。 但 是 ,在 构建 文库 中 ， 对 供 体 SPDNA 
制剂 的 要 求 甚 高 ,其 :DNA 的 分 子 量 必 须 大 于 100kb， 而 且 越 大 越 好 。 这 就 需要 在 八 细 
胞 或 组 织 中 抽 提 DNA 时 特别 小 心 , 尽 可 能 减少 染色 体 DNA 链 的 机 械 性 断裂 或 其 他 因 
素 导致 的 降解 。 制 备 插 人 载体 用 DNA 片段 与 上 面 介 绍 的 sau3Al 或 Mbol 的 部 分 降解 
法 相同 ,但 在 进行 降解 产物 的 分 级 时 ;要 收集 的 片段 大 小 为 30 一 45kbe。 测量 产物 大 小 所 
用 分 子 量 标准 可 选用 野生 型 EA RDNA (48.5kb) 及 其 合适 限制 梅 的 降解 产物 ， 如 
aDNA 的 Narl 降解 物 ( 最 大 片段 为 45.7kb), Xhol 降解 物 ( 最 大 片段 33.5kb), 也 可 
FAME (Kk T7DNA (39.9kb)、。 腺 病毒 -2 型 (Ad2) DNA (35.9kb), 或 者 pBR322 1 合适 
大 小 的 聚合 体 作 分 子 量 标准 。 酶 解 片 段 的 分 级 , 较 多 采用 琼脂 糖 凝 胶 电泳 的 方法 。 


Bop wm * DNA 


ft DNA BAAN RERAMRRS ARN MRAM STAM, Wale DNA 
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病毒 。 当 构建 基因 文库 时 ， 尤 其 是 真 核 细 胞 的 文库 ， 要 求 载体 可 容纳 大 的 DNA ER, 
18 一 /2kb， 甚 至 30-—45kb 的 外 源 DNA 片 疏 。 由 于 考 斯 质 粒 使 用 上 的 困难 ， 它 的 应 用 
不 够 普遍 ,因此 ,经 常 选用 替代 型 1 噬菌体 作 载体 。 本 节 将 重点 介绍 此 类 载体 的 使 用 。 


一 、) 蔡 代 型 载体 的 结构 特点 


本 部 分 第 二 章 介 绍 基因 工程 载体 系列 时 ; 已 就 1 噬菌体 的 生物 学 及 作 载 体 用 的 噬 菌 
tk DNA 的 人 工 改 建 作 了 简要 和 叙述。 野生 型 1 叹 菌 体 基 因 组 是 双 链 线性 DNA 分 子 , 全 长 
% 48,502bp, 其 中 约 40 % 的 核 昔 酸 序列 是 噬菌体 生存 非 必 需 的 ,可 被 外 源 DNA 片段 取 
jk DNA 可 以 人 工 改 建成 替代 型 载体 的 基础 。 图 6.2 以 EMBL3 为 例 展 
示 了 ,1 叹 菌 体 替 代 型 载体 分 子 的 基本 结构 。 载体 包括 了 左右 两 车 和 中 央 片 眉 (或 称 
stuffer) 三 个 部 分 。 左 臂 有 密码 喉 菌 体 头 部 和 尾部 蛋白 的 全 部 基因 : HAWS DNA 链 
复制 起 始点 、 主 要 的 转录 启动 子 和 其 他 必需 基因 。 两 臂 的 未 端 称 为 cos 位 点 ， 即 各 带 有 
十 二 核 背 酸 长 度 的 单 链 未 端 ,两 单 链 序列 的 碱 基 是 互补 的 , 未 端 单 链 粘 合 一 起 时 ，1DNA 
就 呈 环 形 分 子 。 在 两 臂 之 间 为 中 央 片 段 。 它 不 含 吻 菌 体 颗粒 存活 所 必需 的 基因 ， 但 维持 
了 基因 组 被 包装 成 噬菌体 颗粒 时 所 需 的 足够 长 度 。 这 部 分 片段 可 被 合适 长 度 的 外 源 
DNA HERAT Ht. 

在 载体 1EMBL3 hh, EMDR RNREREN TEI AMAR, KES 
于 40bp WIRAMHER (KG 0.2b), 此 片段 含有 Sall, BamHI BK EcoRI 的 识别 序列 。 
而 在 构建 ;EMBL3 时 ,已 把 噬菌体 DNA 两 璧 中 的 这 三 种 酶 的 识别 序列 都 除去 了 ,只 在 
中 夹 片 妥 还 保留 两 个 sall 切口 (图 6.2a), 因此 可 以 借助 这 三 种 酶 的 位 点 ,除去 中 央 片 段 ， 
插 人 外 源 DNA, 其 中 ， 普 遍 采 纳 的 是 BamHI 的 位 点 。 因为 识别 序列 为 六 核 苷 酸 
(GGATCC) 的 BamHI 酶 切割 双 链 DNA 分 子 中 的 识别 序列 后 产生 了 位 粘 末端 GATC， 
这 与 能 识别 四 核 音 酸 GATC 的 Sau3Al 或 Mbol 产生 的 粘 未 端 结构 完全 一 样 ,因此 
Sau3Al 或 Mbol 的 降解 作用 产生 的 片 朋 可 以 直接 插 人 BamHi 位 点 。 虽然 选用 其 他 酶 
的 插 天 位 点 〈SalI、EcoRI) 同样 可 以 构建 重组 DNA 克隆 ,但 是 当 用 同 桩 的 酶 (ARE 
酸 识 别 序列 ) 去 切割 供 体 DNA 时 ， 从 理论 上 分 析 ， 对 随机 排列 的 DNA 分 子 来 说 ， 每 
4,096bp 长 度 才 出 现 一 个 切口 ， 因 此 六 核 苷 酸 识别 序列 的 酶 切割 DNA 的 随机 率 远 低 于 
四 核 背 酸 的 酶 ， 这 对 构建 基因 文库 来 说 是 不 适宜 的 ， 若 只 要 克隆 包含 某 些 特定 基因 的 
DNA 片 外 , 并 非 构建 完整 的 基因 文库 , 则 可 以 随 研 究 者 需要 来 选择 合适 的 酶 插 人 位 点 。 在 
1EMBL3 载体 出 现 之 前 ， 已 有 各 种 类 型 的 替代 型 载体 〈 见 第 二 章 第 二 节 介绍 的 )， 例如 
AgtWes*ABCEcoRI 位 点 )， Charon 4ACEcoR I 位 点 )，Charon 17(Hind Ill 位 点 )， 
Charon 28(Bam HI 位 点 )，11059(BamHI 位 点 ) 等 等 。 

1EMBL3 载体 构建 时 ， 在 两 臂 与 中 央 片 段 相连 处 加 入 的 多 连接 子 (polylinker) 序 
列 ,使 同一 部 位 具有 三 种 限制 酶 的 识别 序列 , 它们 是 Sall(S)、BamHI(B) 和 EcoRI(E), 
其 结构 如 下 : 

7: —S-B-E——th 2} Bt} —E-B-S—— 48 
[EcoRI + BamHI 
#8—S-B + B-E + E 一 一 中 央 片 段 一 E 十 E-8 + B-S——A® 
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t ~ + Rig! 40 43.2, 
(a) 


1 
S BE SS ‘EB Ss 
in aside WY 
j 在 rpc 
BamH | 4 
S S 


‘(b) 4 a4 | | 
— — - GICUGACGCATCCEGGGRAT TC — = am 
— ‘we ce  CAGETGCCTAGGCCCCTTAAG = == ae 


. ! 一 一 于 eS 
Sal | BamH I Rint it 
(S) (B) (E) ; 3 Ge 0 I 


HASMAR, “rh” DNA ain S. os E poses sal, RO DD 

BamHI 降解 载体 分 为 三 妇 : “ 左 ?>“ 右 ?和 “中 2。(b) BRTSA S, BL E 三 种 酶 识别 序列 的 “于 

多 连接 子 《polylinker) 的 核 彰 酸 序列 。 (c) MEMBL 3 和 L4 两 种 载体 中 多 连接 子 的 酶 切 起 

序列 。red、gam FINS ADNA 的 三 个 基因 ，trpE 基因 来 自 大 肠 杆菌 。 和 

其 优点 是 @ 当 选用 BamHI 位 点 插 和 人 外 源 DNA 片 妥 时， 为 制备 噬菌体 的 两 尼 ,可 选用 
BamHI 和 EcoRI 的 双 酶 降解 ,结果 是 两 辟 持 有 BamH1 粘 未 端 ,而 中 央 片 怒 则 为 EcoRI 
未 端 ,同时 还 出 现 两 个 长 度 相等 、 序 列 一 致 的 赛 核 苷 酸 片 殿 (B-E)， 它 们 一 端 为 .BainHI 
粘 末端 , 另 一 端 是 EcoRI， 只 要 采用 简便 的 异 丙 醇 沉淀 方法 ( 见 下 述 )， 即 可 把 寡 核 昔 酸 
产物 除去 ,这 样 叹 菌 体 DNA 的 两 臂 就 不 可 能 和 中 央 片 朋 相 连 ， 所 以 在 叹 菌 体 冰 璧 与 外 
源 DNA 重组 时 ,中 央 片 段 干扰 就 少 ,无 需 将 片 假 除去 ,而 可 直接 使 载体 与 外 源 .DNA 重 
组 。 往 常 ， 选 用 一 种 酶 (BamHI) Weak, RAW Shake RO 
端 ， 若 在 重组 前 ， 不 先 分 离 除去 中 央 片 肛 ， 那 未 在 与 外 源 DNA EGHAM, HERS 
与 中 央 片 段 的 自身 连接 作用 而 大 大 降低 两 臂 与 外 源 DNA 的 重组 效率 。 @ 由 重组 子 制 
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备 插 人 片段 时 ,可 以 选用 Sall 切割 重组 DNA 分 子 , LURIEW FROM AEA Ot 
菌 体 两 臂 的 任何 序列 ,这 对 于 进一步 的 次 级 克隆 或 用 插 大 此 段 作 探 针 时 ，, 均 去 除了 载体 序 
，， 列 的 干扰 。 如 果 采 用 - BamHI 切割 重组 体 DNA， 人 往往 不 能 把 插 人 片段 全 部 切割 下 来 ， 


因为 重组 时 外 源 片 眉 由 ;Sau3AI 降解 获得 ， 其 末端 结构 为 SPGATCN-3'o 就 理论 二 讲 ， 


对 随机 排列 DNA 分 子 , 仅 有 四 分 之 一 机 率 会 出 现 BamHI 的 末端 结构 : 5 AS 4 


志 只 有 出 现 此 结构 时 ， BamHI 才能 汉 重 组 的 位 皮 切 开 。- 若 选用 其 它 酶 时 常常 在 载体 两 


臂 的 序列 中 也 有 切口 存在 ， 酶 解 后 得 到 的 插入 片段 就 会 携带 一 段 载体 上 的 序列 。 当 载体 
ahs 3s 在 分 子 中 含有 多 酶 连接 子 序 列 ,就 可 避免 上 述 情况 。 与 VEMBL3 载体 配对 
的 是 1EMBL4， 两 者 具有 相同 的 多 酶 连接 子 序列 , 差别 仅 在 于 多 酶 连接 子 序列 的 方向 正 
好 相反 。 新 组 建成 的 5 FOS BFS ER PPC 第 二 章 第 二 地 站 
应 用 时 更 方便 。 


\ 
=. Ss DNA 的 制备 ， 


蔡 代 型 和 噬菌体 载 休 DNA 的 制备 与 裂解 型 的 ADNA 制备 方法 〈 见 本 书 上 册 第 一 
章 ) 相 同 。 首 要 的 是 选取 适合 于 该 载体 DNA 的 宿主 亩 ， 例 如 EMBL3 可 选用 大 肠 杜 茵 


C600, 在 感染 宿主 菌 进行 AMAA R ER EN, BRS RN EEA RAN, 


将 会 获得 较 满 意 的 噬菌体 产量 。 载 体 DNA 量 一 般 需 要 制备 100 wg 以 上 ， 尤 其 对 初次 
开展 工作 ,制备 较 多 量 的 载体 DNA 是 有 益 的 。 得 到 噬菌体 裂解 液 后 , 借 PEG6000 收集 
鸣 菌 体 颗粒 ,并 采用 CsCl 阶段 梯度 超速 离心 法 纯化 噬菌体 ,最 后 裂解 噬菌体 颗粒 ， 从 中 


"Hi DNA。 酚 抽 提 后 的 .DNA 最 好 不 用 乙醇 法 沉淀 ,因为 沉 证 后 的 DNA 极 难 完全 溶 于 


缓冲 液 中 。 所 以 ,采用 直接 透析 除 酚 ,较为 理想 。 制 得 的 载体 DNA 在 用 前 要 进行 检测 。 

首先 取 0.5 一 1wg DNA 〈 估 计量) 进行 琼脂 糖 凝 胶 (0.5 % 浓度 ) 电 泳 ,观察 DNA & 
带 以 及 有 无 RNA。 如 果 混 杂 的 -RNA 量 较 大 ,还 需 再 用 RNaseA 处 理 。 人 少量 RNA I 
不 必 除 去 。 制 剂 中 DNA 含量 的 测定 ,最 好 选用 紫外 分 光 认 度 法 , 1 Oyo 5003 DNA 
计算 。 同 时 通过 'ODu/ODiw 比值 来 检测 DNA 纯度 ,一 般 需 达到 1.8 至 :2.0,， 比 值 过 低 表 


了 明 蛋 白 等 杂质 含量 高 。 当 制备 的 DNA 量 不 多 时 ， 只 能 采用 与 不 同 标 准 含量 1DNA — 


起 电泳 ,通过 区 带 比较 ,可 估计 大 致 含量 。 

其 次 ,载体 DNA 制剂 的 酶 切 鉴 定 。 选 择 制备 载体 两 豆 用 的 限制 酶 ， 例 如 用 .BamHI 
#1 EcoRI 切 MEMBL3 DNA, 在 50”l 反应 体系 中 ， 以 1 一 3u 的 酶 量 切 1 we DNAS 
37°C 保温 1 一 2 小 时 ,并 用 2DNA 作对 照 。 若 电泳 表现 能 完全 降解 ， 说 明 DNA 制剂 合 
格 。 当 酶 量 大 至 5u 以 止 还 不 能 降解 完全 ,表示 DNA 制剂 含有 抑制 酶 活力 杂质 , 需要 再 
纯化 。 用 ADNA 进行 酶 解 的 对 照 实验 ,可 排除 因 醉 活力 降低 而 造成 的 不 完全 降解 

此 外 ，, 需要 用 DNA 的 体外 包装 试验 来 检验 制备 的 载体 。 一 般 实 验 室 制 备 的 1 只 菌 
体 DNA， 体 外 包装 抽 提 物 的 包装 效率 可 达 4 一 2 X 10*bfus ARK DNA BALA 
装 效率 ,说明 制 备 的 载体 DNA 符合 构建 文库 的 要 求 @ 

经 检验 合格 的 载体 DNA， 可 按 需要 分 装 保存 。 分 装 用 的 器 血 要 经 过 消毒 处 理 ， 尽 
可 能 不 带 人 细 郊 。DNA 可 以 在 45 名 存 ;也 可 在 一 20 这 迪 存 ;但 要 避免 反复 冻 化 。 
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FR REAR RSRARC RASA, BABDAAA DNA， 并 分 去 载体 的 中 
REE WF BA RSH DNA 片段 的 重组 连接 。 

1. 载体 DNA 的 酶 解 

当选 用 Sau3Al 或 Mbol 的 部 分 降解 作用 处 理 供 体 DNA 时 ,载体 DNA 要 用 
BamHI 酶 切 ; 如 用 1EMBL3 时 ,常用 BamHI 和 EcoRI 双 酶 降解 。 

(1) BamHl 酶 切 。 反 应 缓冲 液 为 150mmol/L NaCl, 6mmol/L Tris-HCl (pH7.9), 
6mmol/L MgCl,, 100g/ml 的 牛 血 清 清 蛋 白 ( 若 没有 无 _DNase 级 别 的 BSA, TUR 
加 ， 切 不 可 用 一 般 BSA 替代 )。DNA 浓度 为 100 一 150 wg/ml， 反 应 总 体积 最 好 不 超过 ， 
1.0ml, HL 0.5ml 为 宜 。 酶 量 为 2 一 3 Mfir/ugDNA, 37°C 水 浴 保 刘 1 一 2 小时， 不 
宜 采 用 过 长 的 酶 解 时 间 。 反 应 管 置 0%c 冰 浴 终止 反应 。 取 少 于 0.5ug 的 DNA， 先 加 适 
量 能 终止 反应 的 含 EDTA MHRA RR, F 65—68°C 水 浴 加 热 10 分 钟 , EKA 
的 cos 位 点 解 开 , 再 在 0.5 匈 琼脂 糖 凝 胶 上 电泳 ,检查 酶 解 反 应 是 否 完全 。 电 泳 时 用 不 经 
酶 切 的 DNA 作对 照 。BamHI 在 .65 一 68s 条 件 不 会 很 快 失 活 ， 因 此 在 借 电 泳 检查 酶 解 
产物 时 ,必须 保证 酶 反应 完全 停止 了 ,再 在 65— 68°C 加 热 , 否 则 ， 电 泳 显示 的 完全 酶 解 并 
不 真正 反映 酶 解 时 的 状况 。 还 需 提 醒 在 反应 时 要 控制 反应 体系 中 随 加 酶 而 带 人 的 甘油 浓 ， 
度 。 若 甘油 的 终 浓 度 在 等 于 和 超过 5% 时 ,反应 会 出 现 二 级 酶 活性 ， 又 称 星 号 活性 〈star 
activity), 为 避免 此 副 反 应 ,要 选用 高 浓度 的 BamH1。 另 外 低 离子 强度 也 会 出 现 这 样 的 
活性 。 
(2) BamHI] 和 EcoRl 的 联合 酶 切 。 这 是 1EMBL3 载体 选用 的 酶 解 条 件 。 此 时 ， 
一 般 可 以 选用 EcoRI 的 酶 反应 条件. 100mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 50mmol/L 
NaCl, 5mmol/ 工 MgCl,, 100ug/ml BSA, 反应 体系 中 离子 强度 比较 高 ，BamHI 呈现 
较 好 的 活性 。DNA 浓度 保持 在 100—150 ug/ml, BBN ASH 2 一 3u/ wg。 为 防止 
甘油 的 终 浓 度 超 过 5% 而 出 现 星 号 活性 ,必须 选用 高 浓度 的 酶 制剂 《10 一 20u/ al), 

对 于 其 他 含 多 酶 连接 子 (polylinker) 序列 的 载体 ,例如 1 了 MBL4,Charon 34 或 35，、 
也 可 选用 合适 的 双 酶 降解 。 降 解 时 ,两 酶 可 灵活 运用 ,或 同时 降解 ,或 先 用 一 酶 降解 ,随后 
再 进行 第 二 个 酶 的 切割 ,这 取决 于 所 用 酶 的 反应 条 件 。 

(3) 酶 解 产 物 的 处 理 。 电 泳 鉴定 证 实 酶 反应 完全 后 ， 产 物 需 用 等 体积 的 酚 或 者 酚 与 
氯仿 - 异 戊 醇 的 混合 滚 抽 提 两 次 ,使 酶 彻底 灭 活 。 抽 提 后 的 水 相 ( 含 DNA BD), ACH 
除 酚 和 氯仿 ,再 乙醇 沉淀 (加 NaCi 至 终 浓度 为 0.3mol/ 工 ， 两 倍 体积 95% CH, — 20°C 
1 二 2 小 时 )。DNA 沉淀 经 70% 乙醇 洗涤 后 , 减 压 抽 王 ,并 溶 于 TE RHR AREER 
200—500 ng/ml, 4C 下 贮存 ;有 竺 进一步 去 除 中 央 片 段 , 以 纯化 载体 两 臂 。 

对 于 用 BamHI 和 EcoRI 双 酶 解 的 AEMBL3 产物 或 经 类 似 处 理 的 其 他 载体 产 怕 ， 
因 无 需 分 离 中 央 片 段 ,它们 在 酚 抽 提 后 ,可 按 下 述 方法 沉淀 DNA， 以 选择 性 地 去 除 双 酶 
解 产 生 的 寡 核 萌 酸 产物 ， 水 相 .DNA ARMA 1/10 体积 的 3mol/L NaAc, pH6.0 M 
0.6 体积 的 异 丙 醇 , 混 匀 后 在 冰 浴 中 放置 15 分 钟 ， 室 温 下 于 Eppendorf 离心 机 离心 5 分 
钟 ， 弃 上 清 液 ， 沉 淀 用 0.5 KARA 0.3mol/L Nadc, pH6.0 的 40% 异 丙 醇 洗 ， 并 离心 。 
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MELA TERME FCERA EL FSi] DNA 不 易 溶 解 ), 并 溶 于 TE Bop 
RA, REE 200—500 ug/ml, HEME DNA 含量 后 ,样品 于 CREE, th 
可 于 一 20c 长 期 贮存 。 
2. 载体 两 警 的 纯化 
对 于 1EMBL3 一 类 载体 ,经 双 酶 解 处 理 , PARRA RNA EH SWE 
性 结构 不 相同 ， 当 将 反应 产物 中 的 寡 核 背 酸 经 选择 性 沉淀 法 去 除 之 后 ， 在 载体 与 HK 
DNA 片段 重组 时 ,中 央 片 段 不 会 与 载体 两 璧 相连 而 影响 与 供 体 片段 的 重组 效率 。 A, 
载体 酶 解 物 不 必 先 除去 中 央 片 妇 , 即 可 直接 进行 重组 连接 。 但 是 , 当 载 体 仪 用 一 种 限制 醒 
切割 ,产生 的 两 臂 与 中 央 片 段 将 具有 相同 的 粘 未 端 。 在 载体 与 供 体 DNA 片段 重组 时 ,中 
央 片 段 将 会 参与 连接 反应 而 严重 影响 两 臂 与 供 体 片段 的 重组 。 因 此 为 提高 重组 效率 ， 必 
须 除去 中 央 片 外 ,纯化 载体 两 璧 。 方 法 可 采用 蔗糖 密度 梯度 离心 ( 见 本 章 第 二 节 ) 或 醋酸 
钾 梯 度 离 心 〈 见 参考 文献 2); 也 可 选用 低 熔点 琼脂 糖 凝 胶 的 电泳 分 离 法 。 无 论 采 用 上 述 
何 种 方法 ,载体 的 酶 解 产物 均 需 先 经 过 “退火 处理, EAN EE cos 位 点 粘 合 在 一 起 
《 见 图 6.1)。 
(1)“ 退 火 ”(annealing) 处 理 。 向 酶 解 后 的 产物 (在 TE 缓冲 液 中 ,浓度 为 200ug/ 
ml) 中 加 入 1mol/L Tris-HCl (pH8.0), 使 其 浓度 达 100mmol/L, MgCl 达 10mmol/L。 
BOR, 42sC 放置 1 小 时 ， 使 1 载体 两 臂 粘 合 。 粘 合 程度 可 借 低 温 (10 一 4%C)、 低 电压 
(2V/cm) 的 0.5% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 查 。 样 品 共 两 份 ,每 份 0.2wg 左右 ,用 100mmol/L 
Tris-HCl, 10m mol/L MgCl, 溶液 稀释 至 20ul, HH—H MA 68° 10 分 钟 ; 另 -- 份 
不 作 其 他 处 理 ,分别 进 行 电泳 。 
5 ， 为 了 提高 两 臂 的 粘 合 率 ， 也 有 人 把 载体 DNA 经 “退火 "后 ， 先 借 T4 DNA 连接 酶 
“连接 两 臂 ， 然 后 用 限制 酶 切割 。 产 物 主要 是 连接 在 一 起 的 噬菌体 DNA 两 璧 和 一 个 中 央 
片段 ,这 样 有 益 于 两 者 的 分 离 。 
(2) 低 熔点 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 法 制备 纯化 载体 两 警 。 低 熔 点 琼脂 糙 Clow melting 
agarose) 可 为 美国 BRL 公司 〈 现 改名 为 Life Technology Inc; LTI) 或 EMC 公司 的 
Sea Plaque 产品 (Rockland ME 04841), 电泳 缓冲 液 为 TAE (0.04mol/L Tris-HAc， 
0.001mol/L EDTA, pH8.0), 制备 用 凝 胶 浓 度 为 08-10%, KERRY 0.8—I1cm, RH 
大 小 可 由 实验 者 持 有 的 电泳 槽 规格 而 定 ， 一 般 为 15 ( 宽 ) x 20(K) cm。 样 品 槽 面积 为 
0.3 X 10cm。 以 上 凝 胶 可 适用 于 分 离 50 一 100 pg 的 DNA BRM. HT RERRAS 
全 , 制 胶 时 以 4°C 下 进行 为 好 。 若 想 节省 低 熔 点 的 琼脂 糖 , 可 先 用 普通 琼脂 糖 铺 制 相同 规 
#6) 0.710% 凝 胶 , 待 完全 凝固 后 ,在 离 加 样 槽 前 沿 1 和 11 厘米 处 ,用 薄 刀 片 切 开 凝 胶 
(必须 注意 保持 胶 切面 的 整齐 平滑 )， 控 去 中 段 胶 , 于 4c 下 把 冷却 至 40*c 左右 的 低 熔点 
凝 胶 填补 其 中 , 待 充分 凝固 后 即 可 使 用 。 
加 样 槽 中 加 入 0.25—0.5ml 载体 DNA 的 酶 解 产 物 ( 含 DNA 50 一 100ug 左右 ) ,本 
解 物 中 预先 已 加 有 1/10 体积 的 甘油 - 溴 酚 蓝 染 液 。 加 样 后 即 可 电泳 。 起 始 用 5 一 8V/cm 
电压 条 件 进 样 , 20 一 30 分 钟 后 ， 将 电压 调 至 2V/cm，4sC 下 电泳 ， 直 至 酶 解 片段 的 区 带 
能 彼此 清晰 地 分 离 ( 约 需 18 小 时 或 更 长 )。 电 泳 缓冲 液 中 含有 0.2wg/iml 的 省 己 锭 ;电泳 
过 程 中 可 随时 于 长 波 紫外 灯 下 观察 分 离 情况 。 电 泳 最 好 在 吉 光 条 件 下 进行 。 
得 到 满意 的 分 离 之 后 ,在 长 波 紫外 灯 下 把 粘 合 一 起 的 两 豆 区 带 , 以 及 单独 的 左 臂 与 右 
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臂 区 带 全 部 切 下 , 切 时 必须 注意 勿 混 人 中 央 片 段 的 区 带 ;, 并 尽 可 能 切 去 不 含 样 品 的 空白 凝 
Bio 然后 , 按 下 述 步骤 从 凝 胶 中 抽 提 回收 DNA 片段 5 

把 待 抽 提 DNA 的 凝 胶 条 放 人 可 耐 酚 和 有 机 咨 剂 的 50ml 带 盖 塑 料 管 中 ; 加 入 工 二 
1.5 倍 体积 的 0.5mol/L NH,Ac-TE ii (0.5mol/L NHj,Ac, 10mol/L Tris-HCl, 1m 
mol/L EDTA, pH8.0), 加 盖 后 在 68 一 70sc 水 浴 中 融化 凝 胶 (20—30 4S), fal aH HE 
DI BHA Fito | 

加 入 等 体积 酚 (Tris 缓冲 液 饱和 的 酚 液 ), 缓 和 而 充分 的 混合 。 BPR 3,000— 
5,000r/minX10 分 钟 。 将 水 相 转移 到 新 管 中 , 酚 相 和 中 间 层 再 用 0.5mol/L NHIAc-TE # 
液 ( 原 体积 的 114) 反 抽 提 一 次 ,离心 后 ， 上 清 液 与 第 一 次 的 合并 ， 再 用 112 体积 酚 液 抽 提 
两 次 。 

若 上 清 液体 积 过 大 ,可 用 正本 醇 抽 提 法 浓 第 ， 即 加 入 等 体积 的 正本 醇 (A,，R.) 充分 
混 匀 并 离心 ,除去 有 机 相 , 反 复数 次 直至 DNA MARI 30—100png/ml ARE. RK 
ah) DNA 溶液 ,再 用 等 体积 酚 -氯仿 混合 物 [1/2 体积 酚 ， SRS 氧 仿 - FB Bes 
24:1(V/V)] 抽 提 一 次 ,氯仿 - 异 戊 醇 抽 提 两 次 ,最 后 后 用 等 体积 醚 抽 提 三 次 。 

向 所 得 DNA 溶液 中 加 和 两 倍 体积 的 95% 乙醇 ， 按 常规 沉 证 DNA, DNA 沉淀 物 
必须 用 70% 乙醇 洗 两 次 ,并 离心 去 乙醇 , 减 压 机 干 沉淀 物 后 溶 于 TE 缓冲 液 中 ,使 DNA 
浓度 约 在 500wg/ml。4"C 下 保存 ,也 可 分 装 后 于 一 20°C RH 

制 得 的 载体 两 臂 ， 敢 须 测 定 其 浓度 及 质量 。 DNA 浓度 可 通过 电泳 与 标准 的 MDNA 
区 带 比较 ,而 测 其 近似 值 。 至 于 两 臂 的 质量 检测 , 则 取 0.5pg AE DNA 两 份 ,一 份 加 
和信 约 等 摩尔 量 的 同 法 抽 提 制备 的 中 心 片段 ,一 份 不 加 ,分 别 进 行 连接 和 体外 包装 。 通 过 感 
桨 宿主 细胞 来 观 罕 吻 菌 开 的 形成 数目 〈pfu)， 计 算出 每 微克 载体 臂 的 pfu 数值 。 FM 
sui DNA RR ASER, SSAA ANF 10?pfu/ng， 而 加 入 中 天 片段 后 的 连 
Be HEMMER SZ 10: 一 10'pfu/wg， 说 明 制 备 的 戴 体 臂 符 合 要 求 。 

当 用 低 熔 点 琼脂 糖 的 凝 胶 电 号 法 纯化 载体 两 臂 时 ， 低 熔点 琼脂 糖 的 质量 对 能 否 制备 
合格 的 两 璧 有 很 大 影响 。 但 是 尚 不 清楚 是 何 种 杂质 和 干扰。 实验 经 验 表 明 ， 应 当 注 意 琼脂 
糖 批号 ,因为 经 常 发 现 有 的 批号 合格 , 换 另 一 shies | 
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构建 一 个 理想 的 基因 文库 ， 取 决 于 提供 重组 用 的 载 休 和 供 体 DNA 制剂 的 质量 ， 也 
取决 于 连接 反应 的 条 件 以 及 重组 的 噬菌体 DNA 分 子 的 体外 包装 效率 。 此 外 ,还 和 宿主 
细胞 和 感染 的 方法 有 关 。 本 节 主 要 介绍 供 体 DNA 片段 和 载体 间 的 重组 连接 ,重组 DNA 
的 体外 包装 和 重组 吻 菌 体 的 感染 等 有 关 方 法 。 


一 重组 连接 . 


将 供 体 DNA 片段 插入 到 1 载体 两 辟 之 间 光 成 重组 DNA bE, Ele T+ DNA 
连接 酶 , 它 是 从 T4 噬菌体 感染 的 大 肠 杆 菌 中 纯化 得 到 的 。 它 能 催化 DNA 片段 间 的 3°OH 
和 区 磷酸 单 本 的 相互 作用 ,形成 3，5 确 酸 二 酯 键 ， 但 底 物 分 子 必 须 为 双 链 DNA CLA 
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公式 来 计算 


节目 册 第 三 章 介 绍 )。 因此 带 相同 粘 未 端的 双 链 DNA 片段 之 间 的 相互 连接 是 -T4DNA 


连接 酶 催化 的 典型 反应 。 两 个 带 平 未 端的 DNA 片段 ,也 可 用 T4 DNA 连接 酶 催化 形 


.成 395 磷酸 二 酯 键 , 但 连接 效率 远 不 如 两 个 相同 粘 末端 DNA 万 段 间 的 相互 连接 。 在 


基因 文库 的 构建 中 , 一 般 都 选 粘 未 端 连接 方式 。 但 在 进行 载体 和 外 源 DNA 片段 间 的 连 
接 时 ;要 得 到 理想 的 重组 效率 ,还 扎 芳 虑 以 下 因素 ; 

第 过 ,载体 和 外 源 DNA 的 摩尔 比例 。 在 采用 1 喉 菌 休 的 替代 型 载 休 构 建 基 因 文 库 
时 ,具有 按 堪 臂 - 插 人 的 外 源 DNA 片段 - 右 臂 的 顺序 连接 , 才 会 建成 有 效 的 重组 分 子 。 要 
”做 到 如 此 连接 ,反应 中 各 底 物 的 分 子 比 何 必须 是 2:1:2 ROE ae) AEB 
和 吉 臂 只 含 一 个 由 限制 酶 降解 提供 的 粘 未 端 , 它们 的 另 一 未 端 是 os 位 点 结构 ， 而 插 人 
的 外 源 片 段 的 两 个 未 端 均 是 限制 酶 的 粘 未 端 。 当 贿 加 连接 反应 的 1 载体 与 外 源 片段 的 摩 
尔 数 为 231 时 , 即 达 到 了 上 述 的 2:1:2 的 比例 要 求 。 

= SAAUAE DNAWBEREE. HINGE! DNA. WR BRUMEL DNA 片上 明成 的 
三 个 典型 分子 ,如 果 借 cos 位 点 自身 形成 环 状 分 子 , 它 就 不 能 被 包装 成 唆 菌 体 颗粒 。 只 有 
许多 典型 的 重组 分 子 互相 以 cos 位 点 连接 成 一 个 长 串 排列 的 线性 多 联 体 〈concatemer) 
时 才能 被 有 效 地 包装 。 因 此 ,连接 反应 体系 中 DNA 的 络 对 浓度 要 适当 地 高 ， 使 之 主要 
产生 重组 分 子 之 间 的 连接 ,减少 自身 连接 。 


《一 ) 理想 连接 条 件 的 理论 值 估算 


Dugaiczyls 等 曾经 从 理论 上 讨论 了 片段 的 大 小 和 DNA 浓度 对 连接 产物 特性 的 影响 
(J. Mol. Bio1，96，171，1975)。 提 出 了 与 连接 反应 密切 有 关 的 两 个 参数 : 7 和 io i 
是 指 同一 DNA 分 子 中 两 末端 的 有 效 浓 度 。 分 子 内 两 个 末端 碰撞 一 起 的 机 率 可 由 下 列 


“rere j= (535) 末端 数 /ml (1) 


15 DNA 长 度 ( 以 厘米 为 衡量 单位 ), ADNA 4 KRE 1 = 13.2 X 107'cm; 6%) DNA 


DFRARANKE, FUE LRT Bev BA es FR BE 9 EY MA DNA 的 刚性 , 溶 于 连 


接 反应 缓冲 液 中 的 1DNA 的 2 值 为 7.7 x 10-4cme ji 值 与 DNA 分 子 的 长 度 成 反比 关 
系 。 分 子 越 大 ,未 端 间 的 相互 作用 就 越 弱 。 i 值 还 可 用 下 面 公式 计算 


j= in (MOO. 来 端 数 /ml 


ae 未 端 数 /ml (2) 


w/? 


j. = 3.22 X 10" 未 端 数 /ml CDNA 分 子 的 有 效 未 端 数 由 公式 C1) 计算 得 到 )，M wi 
一 30.8 X 10'。 由 公式 42) 可 知 7 值 仅 与 其 自身 分 子 大 小 有 关 ， 而 和 DNA 浓 庆 没有 关 
Ao 于 是 指 可 互补 的 未 端 总 浓度 。 对 于 自身 互补 的 双 链 线性 . DNA， 粘 未 端的 浓度 

2NoM X 107? 末端 数 /ml (3) 
Nu 是 阿 佛 加 德 罗 CAvogadro’s) 常数 ,M 是 DNA 摩尔 浓度 
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如 果 DNA 分 子 所 带 末端 不 能 自身 互补 ， 那 末 每 一 种 末端 的 浓度 i =—NM X 107 
未 端 数 /ml。 

从 理论 上 ，7 一 ! 表示 DNA 分 子 的 一 个 末端 与 同 分 子 内 的 其 他 末端 或 与 其 他 分 子 
的 末端 间 的 接触 机 会 相等 ,也 就 是 说 ,连接 反应 中 自身 环 化 和 分 子 间 的 串联 状 连 接 的 速度 
相同 ; 当 7 > 1， 主 要 形成 自身 环 化 的 分 子 ; 工 二 7 形 及 串联 状 线性 多 联 体 。 在 基因 文库 
的 构建 中 ， 希望 载体 两 璧 和 插 人 片段 之 间 的 连接 能 提供 体外 包装 成 叹 菌 体 颗粒 所 需 的 有 
A DNA 重组 分 子 , 即 形成 分 子 间 呈 串 联 状 连 接 的 线性 多 联 体 。 因此 ,在 连接 重组 时 ， 
需 选 择 合适 的 载体 和 插入 片段 浓度 ,造成 17 冬 对 的 反应 条 件 。 

假如 载体 两 臂 阐 火 粘 连 后 的 分 子 量 为 31kb(1.9 x 107)， ABLE ce 20 
kb(1.25 X 10’), WAN i ies ws 

a = 6.6 X 10" 末端 数 /ml 
Jsave = 1.25 X 10" 末端 数 /ml 
1 表示 连接 反应 体系 中 所 有 粘 末端 的 总 浓度 ,为 了 提供 IK 的 反应 条 件 ，Maniatis 等 
人 曾 提出 ,使 圭一 10 X 7jAh&o 因此 由 7 are TDR 
1 一 10 X 1.25 x 102 一 1.25 X 10° 末端 数 /ml (4) 
同时 ; 又 是 7mw 和 18Ah& 2M. BHRAA (3) ALASA i = (2NMan + 2NoM earned I 
造成 “ 左 臂 -插入 片段 - 右 臂 "的 有 效 重 组 分 子 ， “CXR PR TELE TUK Pa AR A Fr Be TED 
尔 数 应 为 2:1, 即 选择 摩尔 浓度 Maw WW Marne 的 2 倍 。 依 此 换算 : 
i 一 (2Nu X Marya + 2No X 2MEA&)X10- 未 端 数 /ml | 
= 6No* Marya X10 ”末端 数 /ml wy (5) 
At, #8 (4) Ahi MN FRA (5) AH, Wl Seo ee 
CM gxe.M an) 
Mwave = 3.5 X 10°mol/L (Bf 43 ug/ml) 

Man = 2X Marya = 7.0 X 107% mol/L (494F 135y¢/ml) 这 两 个 数值 的 含意 是 ,要 把 
分 子 大 小 为 31kb 的 载体 两 臂 和 平均 为 20kb 大 小 的 插 人 片段 重组 连接 时 ， 两 底 物 的 浓 
度 应 是 43wg/ml《〈 插 人 片段) 和 135wg/ml《 载 体 两 臂 )。 它 们 在 理论 上 提供 了 连接 反应 
中 两 底 物 的 适宜 浓度 。 可 供 实验 者 参考 。 

实际 上 ,由 于 制备 所 得 底 物 DNA 的 含量 难以 确切 测 得 ， 以 及 每 次 制备 时 带 类 的 抑 
制 连接 反应 的 杂质 不 等 ,按理 论 计 算 的 两 种 底 物 浓度 往往 不 能 得 到 满意 的 重组 效率 ,一 般 
都 经 过 测试 实验 , 求 得 较 适 宜 的 底 物 浓度 。 


《二 ) 连接 条 件 的 测试 以 及 正式 实验 


在 测试 合适 的 底 物 反应 浓度 之 前 ,为 保证 连接 反应 的 成 功 , 先 要 检测 载体 两 臂 和 插 人 
的 外 源 DNA 片段 的 质量 ， 然 而 再 开始 测试 合适 的 连接 反应 条 件 ， 以 及 采用 测 ' 寻 的 合适 
条 件 进 行 重组 连接 实验 。 

1. 噬菌体 载体 两 臂 的 质量 检测 

在 制备 噬菌体 1 载体 两 臂 时 ,无 论 用 物理 方法 还 是 酶 促 方 法 ,通常 不 能 完全 地 除去 噬 
菌 体 DNA HDR. ARAMA DNA 进行 自身 连接 (反应 中 不 加 插 人 片 眉 ), 再 
体外 包装 之 后 ， 滴 定 其 噬菌体 形成 的 噬 菌 斑 数目 。 每 kg DNA 的 吃 菌 斑 总 数 不 能 超过 
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10°pfu (HARB RM Afr), 而 向 载体 两 臂 加 人 适量 的 、 合 适 大 小 的 中 央 片 段 ( 来 自 相 同 载 
体 ) 后 ,重组 效率 应 提高 10' 左右 ,如 此 的 载体 两 车 DNA 才 为 合格 制剂 。 
2. 外 源 DNA 片段 的 大 小 
野生 型 1DNA 分 子 的 长 度 为 48.5kb， 当 其 被 包装 成 噬菌体 颗粒 时 ， DNA 的 最 小 
长 度 不 得 小 于 全 链 长 的 78 匈 , 最 长 者 不 超过 全 长 的 105 多 。 即 可 被 包装 成 吻 菌 体 颗粒 的 
aDNA 的 长 度 范围 是 38 至 51kb。 当 插 人 的 外 源 DNA 片段 大 小 适宜 , 可 以 提高 重组 的 
2DNA 的 包装 效率 ,而 靠近 极限 值 范 围 , 包装 效率 较 低 ,外 源 DNA 片段 的 大 小 范围 取决 
于 载体 两 臂 的 长 度 。 若 两 臂 长 度 之 和 为 30kb， 插 人 片段 的 大 小 可 为 9 至 21kb， 适 宜 的 
平均 长 度 是 18 一 19kb。 因 此 ,在 进行 Sau 3A 1 或 Mbol 部 分 酶 解 产 物 的 分 级 时 ， 一 定 
要 严格 控制 长 度 , 不 让 过 长 或 过 短 的 片段 混杂 。 
3. 连接 反应 的 条 件 
T4 DNA 连接 酶 的 反应 缓冲 和 被 通常 用 的 是 : 
“50mmol/ 工 Tris-HCl, pH7.4 
i0mmol/L MgCl, 
10mmol/L DTT 
Immol/L  \W*shk (spermidine) - 
lmmol/L ATP . : 
加 大 BSA (4A SA) 至 浓度 100ug/ml, 若 没 有 合格 的 BSA (A DNase Rix 
剂 ) 则 以 不 加 为 好 。 缓 冲 芒 一 般配 制 成 10 倍 或 5 倍 于 上 述 的 浓度 ， 分 装 成 : 0.5ml 的 小 
包装 ,贮存 于 一 70‰ 或 一 20"c。 
反应 中 T4DNA 连接 酶 用 量 为 每 10ml 反应 体积 含 2 一 10weiss uo KAR,» RM 
温度 为 12 一 16%*C, 时 间 从 几 小 时 到 过 夜 (18 小 时 )， 一 般 多 采用 保温 过 夜 。 反应 体系 中 
DNA 浓度 常 保 持 在 150 一 200wg/ml 左右 。 
合适 的 连接 酶 反应 条 件 主要 是 指 载体 和 插 人 ; DNA 片段 的 合适 的 摩尔 比 。 测试 时 ， 
一 种 方法 是 固定 载体 DNA 的 用 量 为 1 或 1.5pUg DNA/10pl 反应 体积 ,而 改变 插 人 片段 
AY DNA 量 ;， 使 之 达到 约 相 当 于 载体 摩尔 数 的 0、0.5、1 和 2 倍 (分 别 标 以 第 1、2、3、4 四 
B)o 插 人 片段 为 0 "是 对 照 , 以 观察 载体 自身 的 本 底 。 除 上 述 四 种 反应 管 外 ， 有 时 增设 
第 5 反应 管 。 其 插 人 片段 量 同 第 3 管 ， 而 载体 ; DNA 量 比 原来 增加 一 倍 。 若 为 节省 载体 
DNA， 也 可 以 把 反应 体积 缩小 为 5x1， 用 1 一 5wl 标示 量 的 微量 毛细 SRB BM Rm. 
DNA 和 酶 ,并 使 反应 在 密封 的 毛细 管内 进行 
另 一 种 测试 方法 是 男 定 插 人 片段 的 用 量 ,改变 载体 两 臂 的 量 ,使 两 者 摩尔 比值 为 4:1、 
2:1、121 A 0.531 (载体 : 插 人 片段 )。 
反应 停止 后 ,定量 地 取 3w1l 连接 产物 进行 体外 包装 ( 见 本 节 第 二 部 分 )， 将 包装 的 重 
组 鸣 菌 体 悬 浮 于 500 ul 的 SM 2h & 100mmol/L NaCl, 10mmol/L MgSO,-7H,0, 
50mmol/L Tris-=HCICPH7.5) 和 和 白明 胶 0.01 和 ] 取 1 或 10u] 感染 宿主 细胞 ,由 平板 上 所 
得 鸣 菌 斑 数 目 计 算出 每 we 插 人 片段 DNA PRAM BER (pfu); 也 可 以 每 ug 载体 
DNA 来 计算 , 然后 根据 实验 数值 ,选择 最 佳 的 连接 反应 条 件 。 
有 人 还 用 琼脂 糖 凝 胶 电泳 方法 检测 连接 效果 , 即 比较 连接 反应 前 后 的 电泳 谱 , 不 过 实 
际 意义 不 大 。 因 为 常 在 电泳 谱 凸 可 见 到 连接 区 带 , 而 进行 体外 包装 时 , 却 效 率 很 低 。 我 们 


*。157。 


» 


MXP RAS, SAR RE + BE AP Oh OE A 
当 换 用 不 同 批号 制备 的 载体 和 揪 人 片段 时 ,需要 重新 测试 4 因此 ,在 测试 之前 ， 最 好 
制备 有 一 定数 量 的 载体 和 插 人 片段 ;以 确保 在 选 到 合适 条 件 后 ,有 幢 够 量 的 同 批 禅 品 来 完 
成 整个 基因 文库 的 构建 。 OY FARE] : 
WR AR KES Sei kOe eee 
的 重组 菊 菌 体 。 在 得 到 了 质量 好 的 载体 和 插 人 片段 制剂 ,以 及 有 高 效率 的 噬菌体 包装 蝗 
提 物 时 ;通过 止 述 测试 已 获得 完整 基因 文库 所 需要 的 重组 体 数目 或 其 二 芬 立 三 5 员 要 按 测 
试 的 合适 条 件 再 重复 1 一 2 次 ， 即 可 完成 基因 文库 的 杨 建 。 如 与 所 需 数量 相差 甚 远 , 则 可 
ee | 


= . REEMA inet ohae 中 六 

按理 论 计算 ,每 微克 野生 型 1DNA 可 形成 1.8 xX 10° site 当 用 ADNA 直接 | 
RAKE. MMH 10'—10pfu/ug DNA, 1974 42, B. Hohn #0°T: Hohn 提出 
了 可 在 试管 中 将 IDNA 包装 成 噬菌体 颗粒 。 Becker 和 Gold(19754F)iRIa T mA 
宿主 油 胞 中 分 离 噬 菌 体 A 基 因 和 蛋白 方法 ， 以 及 用 它 进行 1DNA 体外 包装 的 步骤 。 Ste- 
tnberg 等 和 Faber 等 都 曾 介绍 了 包装 抽 提 物 的 制备 ,操作 较 简便 的 是 Maniatis 等 主编 
的 《分 子 克隆 ;一 书 中 介绍 的 方法 〈 了 苑 参 苍 见 文献 2)。1DNA 体外 包装 抽 提 物 已 有 商品 ， 
例如 美国 Stratagene 公司 的 产品 ,包装 效率 可 高 达 1-2 x 10° pfu/ug 1DNA。 高 效率 
包装 抽 提 物 的 提供 ,不 仅 减 少 了 实验 者 的 工作 量 ， 有 第 
需 的 材料 ,便于 不 易 获 得 的 组 织 和 细胞 构建 基因 文库 。 


(一 ) 制备 包装 抽 提 物 用 的 菌株 ve ‘ 

A. BHB2688 [N205 recA~(2im 1434 clts b2 red3 Eam4 Sam7)/a]/~ 

B. BHB2690 [N205 recA~(Aimm434 cits b2 red3 Dam15, Sam7)/A]_ 

这 两 株 菌 都 是 含有 前 噬菌体 的 深 源 菌 Clysogen), anata Kh A 
N205 recA” (来 自 N. Sternberg), 整合 于 细菌 染色 体 DNA 链 上 的 1 AMA HA 
分 别 是 两 种 1 突变 体 的 重组 产物 。 菌 株 BHB2688 中 的 前 噬菌体 基因 来 自 elits857 red3 
b2 Eam4 Sam7 和 1imm 434clts Eam4 两 种 A 突变 体 的 重组 体 u BHB2690 是 由 所 lts 
857 red3 b2 Eam4 Sam7 和 ?imm434 -clts Dam15 重组 而 来 的 。 两 种 前 喉 菌 人 基因 表 
型 的 差别 在 于 BHB2688 株 中 为 王 和 蛋白 基因 的 琥珀 型 突变 Camber mutant), 2690 株 是 
D 和 蛋白 基因 的 琥珀 型 突变 。 王 和 D 两 种 蛋白 是 构建 鸣 菌 体 头 部 的 重要 成 分 5 DEAE 
位 于 鸣 菌 体 头 部 的 外 侧 , 它 的 功能 涉及 2DNA' 插 人 到头 部 的 前 身 物 ( 即 前 头 体 ) 中 ,以 及 
与 头 部 的 成 熟 有 关 。 当 D 蛋白 基因 突变 (Danmal15) 时 ,导致 大 量 前 头 体 的 堆积 ,而 ADNA 
又 不 能 插 人 到 前 头 体 中 。E 蛋白 是 喉 菌 体 头 部 的 主要 成 分 是 构建 最 早期 的 头 部 前 身体 
不 可 缺少 的 蛋白 。E 蛋白 基因 的 突变 〈《Eam4)7 SRT MRL HEE SRA, 
不 能 组 装 成 sk 到 外 壳 的 形态 。 总 之 ， 这 两 株 溶 源 菌 〈《BHB2688 和 2690) 诱导 后 均 不 会 
产生 唉 菌 体 颗粒 。 但 是 , 当 把 这 两 株 溶 源 菌 的 裂解 液 合并 一 起 ,由 于 互补 而 可 以 提供 形成 
成 熟 的 噬菌体 颗粒 所 需要 的 全 部 成 分 。 当 有 ATP、 亚 精 站 和 离 胺 存在 下 ,2DNA 就 可 被 
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3 ALA ARUP HR BR 

| PA PA Ue FE KA LWA: © imm434clts, 该 基因 产物 是 温度 
ek UA Wo PAU LATE 32°C 下 繁殖 时 , 1 基因 处 于 盗 源 状态 ， 即 被 整合 在 宿主 苦 
染色 体 中 , 随 染 色 体 DNA 一 起 复制 3 SREB 42—-45°C hh, AMAA 
被 有 效 地 诱导 ,由 染色 体 DNA 链 上 释放 出 来 ,进入 细胞 质 中 自行 复制 ， 并 繁殖 吻 菌 体 ; 
@ Sam7 RA, KES 基因 的 琥珀 型 突变 。 S 基因 产物 是 噬菌体 裂解 宿主 细胞 所 需要 
AY, Sam7 的 突变 ， 使 盗 源 菌 诱导 后 ， 吻 菌 体 可 在 细胞 内 繁殖 2 一 3 小 时 ， 而 不 引起 宿主 
细胞 裂解 ; @@b 区 的 缺失 (b2)， 可 减少 来 自 包 装 抽 提 物 内 源 性 2DNA 的 体外 包装 ; @ 
red3 突变 使 ADNA 重组 体系 失 活 。 此 外 是 宿主 菌 的 recA 28, recA” 是 宿主 细胞 染 
. 色 体 的 重组 体系 失 活 。recA- 的 宿主 菌 , 加 上 唉 菌 体 的 red3 突变 和 b2 区 缺失 , 使 重组 
WE DNA 体外 包装 时 ,大 大 减少 存在 于 包装 抽 提 物 中 内 源 性 DNA 的 包装 。 

要 制备 满意 的 包装 抽 提 物 菌 株 是 很 重要 的 ， 每 次 制备 前 一 定 要 认真 检测 细菌 的 溶 源 
性 能 。 检测 方法 为 : 把 贮存 的 菌 种 《甘油 保存 菌 或 冷冻 干燥 菌株 ) 接种 于 LB 平板 上 ， 
32sc 培养 过 夜 , 长 出 单 菌落 之 后 , 取 长 得 水 的 单 菌落 同时 接 两 块 LB 平板 (一 次 可 接 几 个 
单 菌 落 六 一 块 板 于 ,328sC 培养 过 夜 , 另 一 块 在 42%C 培养 , 挑 取 在 32°C 生长 而 42°C 不 长 的 
FHS. AIRMAN RM recA” 苗 宾 , 作 制 备 包 装 抽 提 物 用 的 菌株 
应 是 recAz， 即 在 紫外 线 照 射 后 不 能 再 生长 。 


(=) 包装 抽 提 物 的 制备 


制备 包装 抽 提 物 至 少 有 两 种 以 上 的 方法 ( 见 参考 文献 [2])o 由 BHB2688 和 2690 分 
别 制备 抽 提 物 的 方法 简 述 如 下 : ， 

1. 菌 体 的 培养 ， 

菌 体 培 养 基 采 用 NZC 肉 汤 〈 即 每 升 培 养 基 中 含 N-Zamine 10g, NaCl 5g, MgCl. 
6HiO 2g FMEA ABH 1g, pH7.5), N-Zamine 为 美国 Humko-Sheffield 公司 产 
fo 可 用 水 解 酷 蛋 白 奉 代 。 有 的 实验 室 江 中 国 科 学 院 动物 研究 所 沈 孝 宙 , 私 人 通信 ) RA 
TBY @FRE HRA RTAR. HMO: SABREDARA le. FAR LSE 
th) Se. BAH (Difco) 2g 和 NaCl 10g, pH7.5, 另外 配制 lmol/L MgSO,, 
分 开 消 毒 ,用 前 按 1/100 体积 加 量 。 

菌株 BHB2688 和 2690 Ais MIE recA 检测 之 后 ， 将 合格 的 菌株 制备 过 
夜 培养 液 50—100ml (32°C 振荡 培养 )。 次 日 接 至 500ml NZC 培养 基 〈 装 于 2 升 容积 
的 三 角 瓶 ) 中 ,使 其 [ODim 读数 为 0.08 一 0;1, 随后 32°C 振荡 培养 至 OPDin 40.35 45°C 
水 浴 热 诱导 15= 一 18 分 钟 后 ， 移 至 37—38°C 剧烈 岩 荡 培养 3 小 时 。 取 少许 培养 祸 〈1 一 2 
ml) ， 借 氯仿 检测 裂解 程度 。 即 加 数 闹 氯仿 并 用 手 振 摇 后 ,培养 液 在 静 置 几 分 钟 后 需 变 得 
清亮 。 

由 BHB2690 制备 超声”* 抽 提 物 ,一 般 培 养 500ml 即 可 ; BHB2688 菌 用 于 冻 = 融 ” 
HAGE DN WAG 3 x 500ml 培养 液 。 若 制备 量 不 大 ,培养 祖 可 减 半 。 

2. BHB2690 超声 抽 提 物 的 制备 

Fy 500ml BHB2690 培养 液 , 于 低温 (4sc) 离 心 后 ,收集 菌 体 , 弃 尽 上 清 液 *。 菌 体 悬 浮 
于 2.5ml 预 冷 的 超声 缓冲 液 [20mmol/ 工 Tris-HCl, (pH8.0)” lmmol/L EDTA, 3m 


。159 + 


mol/L MgCl,, Smmol/L 3432.84), CEVKIS cH HPS BER AE BAD PR OT BH TBE 
细胞 (5 一 10 秒 /次 ,20 KUL) HERRREBS AL, BRM PRBED 
超过 4%C ,防止 出 现 泡沫 。 裂 解 液 在 4°C 下 以 10,000r/min 速度 离心 10. 分钟, 取 上 清 液 2 
ml， 加 入 等 体积 预 冷 超 声 缓冲 液 及 1/6 体积 的 新 鲜 配制 的 包装 缓冲 液 [6mmol/L Tris- 
HCl (pH8.0), 50mmol/L 亚 精 胺 、50mmol/ 工 腐 胺 、20mmol/L MgCl,, 30mmol/L 
ATP, 30mmol/L 斑 基 乙醇 ], 轻 轻 混 合 均匀 ,分 装 于 1.5ml 容 积 的 尖 底 塑料 管 中 ， 加 is 
wl 抽 提 物 于 每 管 底部 ， 加 盖 后 立即 浸 于 液 氮 中 速冻 ， 并 在 一 70"c 贮存 。 全 部 操作 需 在 . 
冷 室 中 进行 ,分 装 用 塑料 管 要 先 预 冷 。 

3.BHB2688“ 冻 - 融 ” 抽 提 物 的 制备 

按 上 述 培养 的 3 x 500ml BHB2688 菌 培养 液 , 4°C 离心 收集 菌 体 ， HREM 上 清 : 
液 , 移 去 全 部 残留 液 。 菌 体 用 2ml 预 冷 的 芒 糖 缓冲 液 L[10% FER, 50mmol/L Tris-HCl 
(pH7.5)] 悬浮 ， 并 转 至 离心 管 中 ， 向 管 中 再 加 入 100 ml 新 鲜 配 制 的 溶菌 酶 溶液 [2mg 
&§/ml, 0.25mol/L Tris-HCl (pH7.5)], 混 匀 后 ,浸没 于 液 氮 中 速冻 ， 然 后 置 于 OCKA | 
中 融化 。 向 粘 稠 的 裂解 液 中 加 入 100ul 包装 缓冲 液 〈 新 鲜 配 制 , 配 方 见 超声 抽 提 物 的 制 
备 一 段 ) ,充分 混 匀 。 经 超速 离心 (35,000r/ min, 60 分 钟 , 4*C) ;吸出 上 清 液 ,分 装 于 1.5 
ml 尖 底 塑料 管 中 , 每 管 10wl, 立 即 置 于 液 所 中 速冻 ,并 于 -- 70; 保存 。 按 我 们 的 实验 经 
验 , 若 在 裂解 液 融化 之 后 ,用 超声 波 发 生 器 微型 探头 打 5 秒 钟 x 3, 可 减低 裂解 液 粘 稠 度 。 
提高 “ 冻 - 融 ” 抽 提 物产 量 。 


(=) 抽 提 物 包装 效率 的 检测 


制备 的 抽 提 物 应 先 检测 它们 包装 2DNA 的 效率 ,然后 才能 使 用 。 

1. 内 源 性 DNA 的 检查 

制备 包装 抽 提 物 的 两 种 菌株 〈(BHB2688 和 2690) 都 是 含 1 前 噬菌体 的 溶 源 菌 , 若 内 
源 性 的 噬菌体 DNA 可 被 包装 成 噬菌体 颗粒 ,将 干扰 重组 吻 菌 体 的 筛选 ， 因 此 制备 的 包 
装 抽 提 物 要 首先 检测 内 源 性 DNA 的 被 包装 程度 。 检测 方法 是 不 加 任何 外 源 性 DNA， 
把 两 种 包装 抽 提 物 按 正 规 的 包装 操作 步 又 进行 空白 包装 ,包装 后 感染 宿主 菌 (相同 于 重组 
鸣 菌 体 DNA 包装 用 受 体 菌 ) 并 铺 板 检测 有 无 噬 菌 斑 形 成 及 形成 吻 斑 的 数量 。 理 想 的 结 
果 应 无 噬 菌 斑 可 见 , 或 者 整个 包装 物 形成 的 噬 菌 斑 不 能 超过 10 40 

2. 天然 ADNA 包装 效率 的 测试 

包装 用 样品 采用 经 过 连接 或 广 火 粘 合 的 串联 状 线性 多 聚 体 的 天 然 1DNA 或 1 载体 
DNA 〈 相 同 于 重组 实验 用 的 1 载体 ) 制剂 。 包装 步骤 为 : 从 一 70"c 到 出 "超声 ?和 " 冻 
融 ” 两 种 抽 提 物 ( 每 次 取 量 不 能 超过 3 对 ) , 放 于 冰 浴 中 ， 先 用 手指 融化 “ 冻 融 ” 抽 提 物 ， 融 
化 后 , 即 妆 用 微量 可 调式 加 样 器 把 10w1 抽 提 物 转 移 到 未 融化 的 “超声 ” 抽 提 物 管 中 , 并 迅 
速 加 入 DNA 样品 〈 含 DNA03—0.5 ug, 体积 不 超过 5 wl)， 用 加 样 器 上 的 塑料 头 
(tip) 或 封顶 的 玻璃 毛细 管 轻 轻 搅 混 样 品 和 抽 提 物 。 此 时 "超声 ” 抽 提 物 才 全 部 融化 。 注 
意 尽 量 不 要 产生 气泡 ;如 有 少许 气泡 ;可 立刻 离心 (Eppendorf 离心 机 ) 2 一 3 秒 钟 , 除去 
气泡 加 盖 后 ， 反 应 管 于 室温 〈20 一 25%C) 放 置 60 分 钟 。 最 后 加 入 0.5ml SM 缓冲 液 
[0.1mol/LNaCl、10mmol/L MgCl,, 50mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 0.01% 白明 胶 ] 积 
AG 20x1， 轻 轻 混 匀 ，, 即 可 滴定 被 成 功 包装 的 噬菌体 颗粒 数目 。 
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| EREROEHORAKTAMEN, BPLBMRA RRR. RMS ug 野生 型 
IDNA BAKA LE RE 10°pfu/wg DNA, 500 ul 包装 物 中 含 10*pfu， 则 每 ul 4 
10° 数量 级 pfu。 因此 将 包装 的 噬菌体 原液 稀释 10° 10, BASH 10wl 噬菌体 去 

. 感染 细胞 、 铺 板 检测 哦 菌 斑 数目 ,计算 出 每 ee DNA 可 被 包装 成 噬菌体 颗粒 ( 即 鸣 菌 贷 ) 
的 数量 。 感 染 和 铺 板 的 操作 步骤 见 本 节 第 三 部 分 所 述 。 由 实验 室 制备 的 抽 提 物 ， 其 包装 
效率 一 般 可 达 1 二 2 x 10°pfu 以 上 。 

3. 合 适 的 DNA 用 量 及 其 样品 体积 的 检测 

WERK DNA 的 体外 包装 效率 ,除了 与 抽 提 物 及 INA 样品 质量 密切 有 关外 ,包装 
时 所 用 DNA 的 量 和 桩 品 体积 也 对 包装 效率 有 影响 。 在 上 述 的 体外 包装 操作 中 , 当 DNA 
用 量 在 luc 之 内 ,包装 成 只 菌 体 的 数目 会 随 DNA 量 的 加 大 而 增多 ,超过 lug 之 后 ,再 
加 大 DNA . 量 ; 可 包装 成 噬菌体 的 数目 不 会 增加 。 当 固定 DNA 用 量 ( 例 如 用 量 均 为 0.5 
we 去 右 妃 则 包装 效率 往往 随 体积 的 加 大 而 降低 。 体 积 由 3 一 5pul 加 大 至 l0ul, BRR 
率 下 降 不 明显 ， 而 样品 体积 加 大 到 20 一 50 ul, 效率 会 急剧 降低 。 因此 在 进行 重组 体 
DNA 包装 之 前 , 应 该 测定 DNA 用 量 和 样品 体积 对 包装 效率 的 影响 曲线 ， 以 求 得 合适 
的 样品 量 和 体积 BS Sul 体积 中 含 0.1、0.3、0.5、0.8、1.0、2.0wg DNA 分 别 进 行 体 
外 包装 ;检测 最 佳 DNA 用 量 (一 般 为 0.3 一 0.5wg)， 然 后 把 DNA 固定 为 0.5w8， 使 其 
分 别 溶 于 不 同体 积 的 SM buffer (1, 3,5, 10,20, 5041) 中 ;测定 包装 效率 (RAR 
用 2—Sul 为 多 )5 RR 


《四 ) 重组 DNA 分 子 的 体外 包装 


鉴于 重组 时 连接 反应 的 DNA 浓度 较 高 〈 一 般 为 150 一 200wg/ml) ， 因 此 在 进行 重 
组 DNA 分 子 的 体外 包装 实验 中 ,只 要 取 2—3ul 的 连接 产物 就 行 。 重 组 DNA 的 包装 
过 程 与 上 述 介绍 的 野生 型 1DNA 包装 相同 。 先 把 “ 冻 - 融 ”的 抽 提 物 〈10wl) 转移 到 超 
声 抽 提 物 管内 ,再 加 2 一 3wl 连接 产物 , 在 超声 抽 提 物 融化 过 程 中 将 DNA 与 它们 混 匀 ， 
FES ap RR 60 分 钟 ,再 加 入 500wl SM 缓 冲 液 及 一 滴 氧 仿 摇 匀 即 可 。 
在 滴定 重组 叹 菌 体 的 数目 时 ,和 毋 需 把 噬菌体 悬 液 稀释 ,可 以 直接 进行 滴定 ,因为 ,一 般 
说 来 ,重组 的 1 噬菌体 DNA 的 包装 效率 比 野 生 型 的 1 噬菌体 DNA 要 低 10°—103, 
， 包装 后 , 测 得 鸣 菌 体 颗粒 若 达 到 2 一 5 x 10’pfu/ml 的 滴 度 ， 可 直接 用 于 克隆 的 筛选 
实验 。 由 于 SM 缓冲 液 中 含有 Mg#+，- 使 被 包装 的 噬菌体 颗粒 很 稳定 。 若 在 只 菌 体 悬 液 
中 加 入 少许 氯仿 后 ,可 在 4%c 保存 一 年 以 上 , 滴 度 不 会 明显 下 降 。 不 过 没有 扩 增 的 基因 文 
“ 库 不 宜 保存 过 长 时 间 , 以 防 重组 体 丢失 。 


三 、 重 组 噬菌体 的 感染 
1 叭 菌 体感 光大 肠 杆菌 ， 首 先 由 噬菌体 尾部 纤维 的 顶端 吸附 于 细胞 膜 上， 然后 将 
ADNA 注入 到 细胞 内 。 噬 菌 体 的 吸附 作用 发 生 于 细胞 外 膜 的 特定 受 体 部 位 。 这 种 受 体 是 
由 大 肠 杆 菌 基 因 组 中 lam B 基因 所 密码 的 。 它 的 形成 需要 有 考 人 芽 糖 存在 。 另 外 ,噬菌体 
吸附 作用 还 需要 有 镁 离子 的 帮助 ， 而 温度 对 吸附 作用 无 明显 影响 。 ) 的 宿主 细 由 需 要 在 
含有 麦芽 糖 作 碳 源 的 培养 基 中 生长 ,但 是 培养 基 中 不 能 含有 葡萄 糖 ,以 防止 分 解 代 谢 物 的 
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阻 遏 作 用 。 至 于 IDNA 的 转 染 作用 , 即将 INA 直接 导 人 宿主 细胞 的 过 程 ，。 和 细胞 下 
膜 的 成 分 有 关 。 温 度 对 转 染 作 用 有 了 明显 影响 ,37sc 时 的 转 染 效 率 高 ,降低 温度 , 转 染 作用 
就 减 慢 。 

不 论 是 噬菌体 的 感染 ,还 是 用 DNAL, 言 接 转 染 宿 主 细胞 ， 引 人 细 胞 内 的 线性 DNA 4p 
子 首 先 要 形成 共 价 闭 合 环形 分 子 。 这 种 环 化 作用 是 借 其 自身 的 cos 位 点 及 宿主 细胞 内 ， 
ERR (AIDE DNA 连接 酶 ) 而 实现 的 。 环 化 的 DNA 分 子 随即 开始 其 自身 复制 
WRK. 

1 WL TK, CAO A A TN IEA 15 分 
钟 内 ; 呈 共 价 闭合 环形 的 IDNA 分 子 进行 双向 复制 (6 型 复制 )， 产 生 环 形 DNA #Mo 
以 后 进入 滚 简 式 复制 ,产生 串联 状 线 形 多 聚 分 子 。 同 时 ; 随 着 DNA 的 转录 作用 由 早期 进 
人 晚期 ;大 量 的 噬菌体 外 壳 蛋 白 被 合成 ,线形 的 多 聚 分 子 即 可 在 宿主 细胞 内 包装 成 成 熟 的 _ 
唉 菌 体 颗粒 ， 大 量 噬菌体 的 形成 最 终 导致 宿主 细胞 的 有 裂 解 。 这 就 是 和 RO 
殖 。 当 裂解 繁殖 在 液体 培养 基 中 进行 ,原来 有 大 量 宿 主 菌 的 闭 养 液 会 渐渐 变 得 清亮 jj# 些 
现 了 细胞 裂解 的 残片 ;琼脂 平板 上 的 感染 作用 表现 为 形成 透亮 的 鸣 菌 更 。 一 个 鸣 菌 斑 含 
SKEW AARA (RUDE 10 噬菌体 ), 正 象 一 个 单 菌落 包含 有 许多 细菌 数 一 样 。 
同一 噬 菌 兽 内 各 只 菌 体 DNA 分 子 的 组 分 结构 是 一 致 的 ,因为 它们 都 属 同一 祖先 的 后 代 。 
HEA RAR LEER LER, 同一 噬 菌 痪 内 鸣 菌 体 含 有 相同 的 重组 DNA 
分 子 , 不 同 的 噬 菌 斑 表示 含有 不 同 的 重组 DNA 分 子 。 叭 菌 体 裂解 细菌 的 现象 与 宿主 细 
胞 有 关 。 


(—) 宿主 细胞 的 选择 


大 多 数 的 1 噬菌体 宿主 菌 是 由 大 肠 杆菌 K12 APA Ie. K12 eater eR 
内 切 酶 ; Ecok。 如 果 在 噬菌体 DNA 分 子 上 含有 Ecok ,的 识别 序列 ， 而 且 此 序列 米 被 ， 
Ecok 甲 基 化 酶 修饰 , 那 未 ; 当 它 感染 K12, 进入 细胞 内 的 噬菌体 DNA 就 会 被 EBook Bi 
切割 。 然 而 ,在 具有 修饰 体系 ( 即 有 Ecok 甲 基 化 酶 ) 的 宿主 中 人 殖 的 吹 菌 体 ;再 去 感染 含 
Ecok 酶 活性 的 宿主 细胞 ,噬菌体 DNA 不 会 被 Ecok 降解 。 对 于 重组 噬菌体 DNA, BD 
使 载体 两 臂 是 来 自 经 过 修饰 后 的 叹 菌 体 DNA， 而 插入 的 外 源 _ DNA 片 疏 中 含有 EcoK 
的 识别 序列 ,重组 DNA 分 子 同样 会 受到 降 佣 。 含 有 Ecok 限制 酶 活 狂 的 菌株 以 rk 表 
示 , 丧 失 此 酶 基因 的 为 rk- RRS SRN rk- 菌株 作 宿 主 细胞 ,重组 鸣 菌 休 DNA BAS 
影响 。 缺失 了 限制 体系 而 保留 有 修 侯 体 系 的 菌株 是 以 hsdR BR, bsdS 则 是 限制 和 
修饰 体系 均 为 缺 咯 的 菌株 〈(rk-，mt-)。 

宿主 细胞 的 rk- 表 型 比较 容易 鉴别 。 其 表 apt FR ae (FRE 3 Ac OO 
的 感染 效率 不 显 差异 。 而 rk+ 的 细菌 3; 非 甲 基 兹 的 a TE RRMA BE RR Se RS ER 
(10)。 在 基因 文库 构建 中 ,选用 的 宿主 菌 部 是 rk- 的 基因 型 。 

下 面 介绍 宿主 细胞 的 遗传 重组 体系 。 

KNEE K12 可 以 发 生 DNA .的 同 源 重组 \(homologous recombination) 现象 中 送 ， 
样 的 现象 可 以 有 不 同 的 重组 通路 〈 包 括 -RecF ，RecBC,，RecE) 来 实现 。 在 于 生 型 KI? 
苗 中 ,主要 的 重组 通路 是 RecBC， 它 依赖 于 基因 ;recBC+ 的 产物 。 基 因 型 recB-5 recC 
或 者 recB- recC- (也 可 写成 recBC-) 的 细菌 都 是 属于 缺失 RecBC Mi PMA 
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sbc  recB 和 recC WRIERAS 'sbcBt WRBRA RecBC 和 RecF 两 条 重组 通路 
是 通 的 sbo 是 表明 上 述 两 系 重 弄 通 路 之 间 的 通道 被 阻 煌 。 PREM EAR 
能 下 recF 基因 产物 来 催化 。 依赖 于 recBC+ 和 -TecF+ 产物 的 两 条 重组 通路 (RecBC, 
RecF) 同样 取决 于 recA 基因 产物 ， 因 此 recA- , 突变 株 同 时 丧失 上 述 两 条 重组 通路 。 
RecE 是 宿主 细胞 的 另外 一 条 儿 有 立 的 重组 通路 ， 从 生化 和 址 传 角度 看 , 在 许多 方面 此 重组 / 
REAR BY Red 重组 通 略 相 类 亿 。 

MEK DNA. 在 宿主 细胞 内 出 现 的 重组 现象 ， 除 了 与 4 噬菌体 本 身 的 Int 和 Red 
重组 系统 有 关外 ，》 同时 受到 宿主 细胞 重组 系统 的 影响 。 鸣 菌 体 DNA 的 复制 既 与 其 自身 
的 分 子 重组 密切 有 关 ， 也 与 宿主 细胞 的 重组 系统 有 关系 。 1 鸣 菌 体能 在 宿主 细胞 内 进行 
裂 殖 型 生长 ,必要 的 一 步 是 :DNA 要 由 6 型 复制 进入 谈 简 式 复 制 , 合 成 串联 状 的 线形 多 聚 
分 子 , 以 提供 体内 吧 菌 体 颗粒 包装 所 需 的 DNA, 宿主 细胞 的 外 切 酶 六 能 阻止 IDNA 进 
人 滚 简 式 复制 AWE ING V SHH récB 和 recC 基因 的 产物 , 因此 在 recBCt 
RAWAM, WK DNA EFA RRS, ARERR 
常情 况 下 ,野生 型 1 噬菌体 具有 gam 基因 ,在 被 感染 的 宿主 细胞 中 , 1 的 gam 基因 可 被 
表达 〈 即 为 ; gam+ 表 型 )， 其 产物 可 与 宿主 产生 的 外 切 酶 V BAS, MRE, 保证 了 
1DNA 可 从 6 型 复制 进入 滚 简 式 复制 ,噬菌体 可 以 正常 繁殖 。 这 表明 噬菌体 为 gam+ 才 
型 时 , 它 可 在 recBC+ 宿主 细胞 中 繁殖 。 但 对 于 recBC- 宿主 细胞 ,噬菌体 的 , gam+ 表 型 
并 非 必要 ，gam- AUER DNA 本 以 正常 复制 。 gam- 的 鸣 菌 体 在 recBC+ 的 宿主 中 
繁殖 能 力 很 低 , 而 其 能 存活 , 靠 的 是 单 分 子 环形 DNA BAN RMS Rik, Aw 
多 到 的 环形 分 也 也 可 以 在 体内 被 包装 w | 

宿主 的 重组 体系 , RT UVR DNA 的 复制 以 及 噬菌体 的 紫 殖 有 影响 外， 还 会 引 
QR DNA 的 同 源 重组 。， 后 者 对 已 构建 的 基因 文库 中 重组 鸣 贡 打 的 稳定 丝 相 当 不 
利 。 此 种 同 源 重 组 会 影响 到 插 人 的 外 源 ,DNA 的 原 有 核 苷 酸 序列 , 给 基因 结构 分 折 造 成 
假象 和 错误 。 因此 在 进行 基因 文库 的 扩 增 和 基因 筛选 时 ， 以 及 在 大 量 制 备 重组 体 DNA 
时 ， 要 考虑 选用 合适 的 宿主 细胞 。 表 6.1 列举 了 一 些 常用 的 宿主 细胞 供 参考 。 在 用 1 作 
载体 构建 基因 文库 中 ， 为 减少 同 源 重 组 ， 应 选择 Rec- 的 宿主 细胞 。 不 过 采用 这 桩 的 宿 
主 ; 叭 菌 体 的 产量 较 低 。 其 原因 ， 一 是 由 于 哆 菌 体 颗粒 释放 减少 ,再 是 在 Rec” 细胞 的 培 
FMAM, CHAKRA TCM LARE A, BHT BAKER HE 
维持 稳定 不 发 生 重组 现象 ,往往 上 能 如 此 of; 

AEMBL3 :类 的 载体 的 特性 是 下 能 在 含 P2 的 深 源 菌 中 繁殖 ,这 种 表 型 称 之 Spit, & 
HME KERR CH gam A red 基因 表达 产物 所 致 。1EMBL3 是 蔡 代 型 载体 ,， 当 它 和 
hia DNA 重组 后 ， 重 组 体 为 .gam- All red", 因为 gam fl red 基因 定位 于 载体 的 中 
eH BL, 重组 时 外 源 DNA YLT Hse Be, 重组 体 即 失去 gam 和 red HA. EME 
Spi” 表现 型 ,能 在 .r 旨 A+ 的 NB2 : 深 源 菌 (例如 :359) 中 生长 。 因 此 ,在 基因 文库 构建 中 选 
用 recA+ AQ P2 溶 源 菌 为 宿主 菌 ,可 以 选择 性 繁殖 Spi- 的 重组 噬菌体 ,除去 Spit 表 型 
的 原 载体 噬菌体 。 但 是 ,Spi- 重组 体 在 recAt 细胞 中 繁殖 对 ,由 于 宿主 重组 系统 的 影响 ， 
会 引起 DNA. 的 重 排 ,并 且 形 成 的 噬 菌 斑 很 小 。gam” red- 的 重组 区 菌 体 也 可 在 recBC- 
的 划 株 中 生长 ,可 人 允许 吃 菌 体 DNA 进入 滚 简 式 复制 ,形成 大 的 吹 菌 班 。 但 噬菌体 生长 较 
慢 ， 而 且 不 能 选用 P2 溶 源 菌 的 选择 特性 。 为 分 离 Spi- 重组 体 DNA, 可 以 选用 由 
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表 6.1 常用 宿主 细胞 的 基因 型 及 其 用 途 


xz “型 有 关 的 基因 型 A OR 
supE (tonA lacY) TE AO SA. tk 
rk> mk+* supE supF hsdR 同 C600， 并 是 良好 的 转 当 用 宿主 菌 
rk- mk- supE hsdS fl C600， 并 是 良好 的 转 染 用 宿主 菌 
rk7~ Rec” supE supF hsdR recA . 同 于 ED8654, (2% Rec” 菌株 
rk~ mkt sut BRO AF ANBAR RAY SH 
rk- sut 菌株 适合 于 gam+ MRK (A1059) 
rk- (P2) supE hsdR (P2) sut 菌株 ?为 选择 Spi” 重组 叹 菌 体 用 
recA 适合 于 繁殖 4BF101 载体 
rk- mk- Rec- |supE hsdR recBC RecBC- 宿主 为 Spi” MBA 
rk~ Rec” supE supF hsdR recA/pgam|RecA~ 宿主 为 Spi- SAMHAR 4 
CES201 rk~ Rec- hsdR recBC sbcl5 recA ”|RecA- 宿主 为 Spi- 重组 叹 菌 体 用 
CES200 rk- RecFt hsdR recBCr shcB15 RecF+， 为 Spi BARA 
NM519 rk- RecE+ hsdR recBC sbcA23- |RecE+， 为 Spi- 重组 鸣 菌 体 用 


_ a. LE392, EQ82, BHB2600, BNN45 都 是 .ED8654 株 的 后 代 ( 本 表 资 料 主要 来 自 参考 文献 [1])。 


recCBC - ，sSbcA- 或 recBC- ，sbcB- 衍生 得 到 的 Rect Wi beh 3 an 
SE FEM BERG ES A, BB A SE EA RR 

FH Charon 34 和 35 (KS) red” gamt* 重组 休 能 在 严格 的 Rec” (recA-) 条 
te FAW. red gam 重组 体 也 可 在 Rec- 条 件 下 繁殖 ,省 去 了 遗传 性 选择 %。 若 使 宿主 
WAS 1gam 基因 的 质粒 , 当 引 人 噬菌体 ， 即 可 激活 插入 质粒 上 的 gam BARA, Ml 
recA ”recB” 的 宿主 细胞 同样 可 以 采用 。 因为 recBC 的 产物 〈 外 切 酶 _V)1 可 被 质粒 士 
gam 基因 产物 所 灭 活 。 另 一 种 是 用 recBC- 或 recA” recBC-” 的 宿主 , MERAH gam 
基因 的 页 粒 。 必 须 注意 ,在 采用 由 质粒 DNA 提供 放射 性 探 针 筛 选 基因 文库 中 克隆 时 ,不 
能 选择 含 iam 基因 片段 质粒 的 宿主 细胞 。 “因为 作 探 针 的 质粒 DNA 与 宿主 细胞 内 含 
gam 基因 质粒 往往 有 同 源 性 ,从 而 出 现 假 阳性 。 
(=) 叭 菌 体 的 感染 实验 

正如 前 面 介 绍 的 ,为 噬菌体 感染 用 的 宿主 细胞 ,需要 在 含 麦芽 糖 作 碳 源 的 培养 基 【〈 例 
4 0.2% wR LB 或 NZC 培养 基 ) 中 生长 。 在 进行 噬菌体 感染 实验 之 前 , 先 要 培养 
和 处 理 宿 主 细胞 。 由 单 菌落 培养 5 至 50 BHR. WM ODi， 培 养 液 4% 离心 , 弃 上 清 
W,AKAIYF 10mmol/L MgSO, 中 ,使 ODo = 2.00D (相当 于 1.5X10: 细胞 /ml)。 

取 菌 液 0.1 或 0.2ml ， 加 于 10ml 带 塞 无 菌 管 中 ,， 再 加 入 已 包装 的 吻 菌 体 5 一 10Ml 
(S BBM), £ 37°C RE i Ris 15 一 20 分 钟 ,以 让 叹 菌 体 吸附 于 菌 体 表 面 。 然 后 
MAMA 47°C 左右 的 上 层 琼 脂 〈0.6 多 琼脂 的 培养 基 ) 3ml， 人 快速 混 义 后 倒 人 琼脂 板 
(1.5% 琼脂 ) ,室温 下 凝固 上 层 琼脂 ， 然 而 在 37°C 下 培养 过 夜 。 一 般 7 一 8 小 时 即 可 出 现 
WK EA DE o 

用 琼脂 板 滴 定 噬 菌 体 数目 时 , 先 得 把 噬菌体 适当 稀释 ,再 行 感染 ， 以 获得 可 分 辩 易 数 
AN MEER BE (100 至 几 百 个 单一 噬 菌 斑 )o 

噬菌体 感染 也 可 以 在 液体 培养 基 进 行 ( 见 参考 文献 (21), 尤其 是 要 六 量 制 备 重 组 体 
DNA 时 。 \ 
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四 、 基 因 文 库 的 构建 规模 


构成 基因 文库 重组 群体 中 的 每 一 重组 只 菌 体 就 是 一 个 克隆 。 它 包含 着 该 生物 体 基因 
组 中 某 一 特定 的 片段 ,那么 要 得 到 多 少 个 不 同 的 克隆 才能 具有 该 基 六 组 的 真正 代表 性 , 即 
把 各 克隆 的 插 人 片 妥 和 借 重复 的 部 分 倒 加 起 来 正好 包含 了 基因 组 的 全 部 序列 。 所 需 克 隆 总 
数 取 决 于 外 源 基因 组 的 大 小 以 及 切割 成 插 人 片 有 的 大 小 。 Clark 和 Carbon (Cell, 9 
91，1976) 提出 了 一 个 计算 公式 : 

产 Nee In (1 In (1 —'P) 

In(1 — f) 
PARMA RCRA IRUANY TTAGHE, TRIGA PEDO SR LOLI, 
六 为 必需 的 重组 休克 隆 的 数目 。 例 如 ,要 达到 基因 文库 对 所 克隆 的 基因 组 有 99% 的 代表 
性 ,此 时 P 一 0.99， 待 克隆 的 外 源 基 因 组 片段 的 平均 大 小 为 17kb， 哺 乳 动物 基因 组 长 度 
为 -3X10bp， 此 时 
ln(1 一 0.99) 


N = 一 -一 一 一 一 一 一 381 X 10 


| 7 < | 
ln 11 一 
3.0%: 1.0? 


N=81X 10， 意 思 是 对 于 长 度 为 3 X 10° bp 的 基因 组 , 当 切 割 成 平均 大 小 为 17kb Fr 
妈 用 于 构建 基因 文库 时 ,至 少 要 得 到 8.1 x 10 数目 以 上 的 重组 体 克 隆 ,才能 保证 基因 文 
库 的 代表 性 为 99 钨 。 按 照 此 公式 ， 可 以 计算 出 用 不 同 来 源 的 基因 组 构建 基因 文库 时 需要 
的 最 少 克隆 数目 的 理论 值 ( 表 6.2)。 表 中 列举 的 数值 仅 供 参考 ， 此 理论 值 是 按 供 体 DNA 


- 表 6.2 不 同 来 源 基 因 组 在 构建 基因 文库 时 所 需 克 隆 数 目 ( 理 论 值 ) 


基因 组 来 源 单 倍 体 基 因 组 MAR BA 20kb* AH BRA 45kb> 
r RA) (bp) 时 所 需 克 隆 数目 “ 时 所 需 克 隆 数 目 
。 大 肠 杆菌 (细菌 ) 4.2X10° 9.2% 10? 4.3 X10? 

(Escherichia coli) 

酵母 ( 低 等 真 核 细胞 ) 1.410’ 3-2 K10" 1.410? 

_ (Saccharomyces cerevisiae) 

果 蝇 ( 真 核 细胞 ) 1.4108 3.2 10° 1.4X10* 
-— (Drosophia melanogaster) 

海胆 ( 真 核 细胞 ) 8.6108 2.0% 10° 8.8% 10 

(Strong lyocentrotus purpuratus) 

人 类 CIS Po) 7.6X10° 3.4X10° 

(Homo sapients) 

六 倍 体 小 麦 1.710! 3.9108 1.7X10° 


(Triticum aestivum) 


a. PRADA BA A 蔡 代 型 载体 。 
b. PRGA TBA 和 对 载体 ( 例 PJB-8)。 
ARR Clark 和 Carbon 提出 的 公式 计算 得 出 ( 见 正 文 )。 


可 被 随机 切割 的 前 提 下 计算 出 来 的 。 实 际 上 ， 采 用 Sau3AI 或 Mbol 的 部 分 降解 作用 并 
不 能 达到 理论 上 的 完全 随机 切割 为 了 使 基因 文库 具有 真实 代表 性 ,一般 构建 基因 文库 的 
实际 克隆 数 应 比 理 论 值 大 ， 可 以 二 倍 或 三 倍 于 理论 值 ， 以 至 更 高 。 目前 由 于 技术 上 的 成 
熟 ,已 能 获得 优质 的 载体 和 外 源 插入 片段 ,保证 了 有 效 的 重组 ， 再 加 证 高 效率 包装 抽 提 岁 


el65 。 


的 提供 ， 不 需要 更 多 地 取材 就 可 以 构建 出 理想 的 基因 文库 。 


五、 基因 文库 的 扩 增 和 贮存 


按 上 述 公 式 构建 的 基 困 文库 可 以 直接 由 体外 包装 得 到 的 重组 获 菌 体 来 进行 筛选 ,用 
故 射 性 标记 的 DNA; 片 段 或 寡 核 苷 酸 作 探 针 , 借 鸣 荔 原 位 杂交 技术 找 出 有 兴趣 的 基因 。 构 
建成 的 基因 文库 也 可 以 先进 行 扩 增 。 所 谓 扩 增 ， 是 将 基 因 文库 中 的 每 一 企 重组 艾 著 体 通 
过 感染 繁殖 获得 数 万 至 百 万 倍数 量 的 增加 。 例如 原来 为 1 X 10 重组 史 苦 体 的 基因 文库 ， 


经 扩 增 后 吻 菌 体 的 总 数 可 增加 到 10" 一 10 >, 扩 增 的 好 处 是 轻 可 以 长 期 保存 ， 重 复 使 


用 ,又 可 提供 更 多 种 基因 供 筛选 ,尤其 适用 于 染色 体 步 移 研究 。 但 是 基因 文库 的 扩 增 也 遇 
到 某 些 问题 。 由 于 插 人 到 载体 的 外 源 DNA 序列 的 影响 ， 使 得 不 同 重组 史 菌 体 的 生长 繁 
殖 速度 不 一 致 。 生 长 慢 的 重组 噬菌体 形成 的 噬 菌 磺 小 ,往往 在 扩 增 后 被 亿 选 得 到 的 机 率 
会 低 于 那些 生长 正常 的 呈 显 大 型 鸣 斑 的 重组 体 ， 甚 至 生长 过 慢 的 噬菌体 在 扩 增 过 程 中 就 
丢失 了 。 这 意味 着 扩 增 会 减低 基因 文库 的 完整 此 和 代表 性 。 其 次 是 在 扩 增 过 程 中 会 出 现 ， 
重组 体 DNA 分 子 内 及 分 子 间 的 重 排 , 它 是 由 同 源 重 复 序 列 间 的 重 排 作 用 引起 的 。 分 予 
间 的 重组 是 出 现在 高 密度 的 噬菌体 对 宿主 引 仙 的 感染 作用 ， 其 使 同一 宿主 细胞 被 2 个 以 
上 不 同 的 重组 只 菌 体感 染 ; 如 果 不 同 的 重组 体外 源 插 人 片 疏 之 间 存 在 有 相同 重复 序列 , 它 
RH ARE ATA Esk EF ae Yaa fia 
以 使 不 足 之 处 减 到 最 小 程度 。 4 

(1) 选用 Rec- ee ee er 
A ache Cee 

(2) 在 扩 增 基因 文库 时 ， ER Fi IR, 碱 少 噬菌体 的 亮 争 证 生长 。 tite ree 
SREP AGL APHeh, £1 Pe AB UTD R S Du NL_L WR PRR ST) red 
细胞 。 另 外 , 铺 于 琼脂 平板 上 的 噬菌体 数目 不 宜 过 大 ,在 15 厘 BOK BHO F Mb es lm 
BEALE 2 一 5 X 10' 范围 内 ; 

(3) 严格 掌握 听 苗 体 在 琼脂 板 上 生长 的 时 间 ，37sc 培养 8-=10 小 时 不得 好 过 。 以 
避免 生长 速度 不 一 而 引 超 的 艾 菌 碍 大 小 差别 过 大 ; 同时 也 可 减少 丙种 以 上 不 同 重 组 吗 窗 
体感 染 同一 细 狗 的 册 素 ,防止 分 子 间 重组 ; 

(4) RARE PERE RES KE, AS A ERE AURIS: 

(5) 5 FAIRE Te HE EC OR, >A ot 
上 而 导致 的 丢失 机 会 

EVIE we: ve 

(1) 选择 适宜 的 宿主 菌 ,在 LB 或 NZCYM 凉 脂 板 上 划 线 ，32"C WSR A, Ke 
落 。 

(2) 接种 一 SARIN Se UR RRA. HEAR LB 或 LNZCYM， Hee we 
0.2% 9 37°C 振荡 培养 过 夜 。 

LB ,培养 基 ( 每 升 液体 ) 

. Salk / 10g 


a wme -wm — 
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酵母 抽 提 物 5g 


Ng 8 cag a a8 gag! cae kOe nr - 
RRL, NaOH GW ot B75, He ace dere 下 此 要 

NEG HE ETRD Sf wel “1 RSI 
oe pie, NZamine RAEN) 4910210 hwER 
er NaGh ee 4) AVEL shakin s BCA Bet 
soe Game» BREED festive aan ee aA 
AVC a Ti 全 BER AER ia 4 pot lg. o> at fe oa) 
4 OBS ME) 2 MgSO, + 7H,O 22 6 xs SHAY ARE 

BREA: FA NaOH 调 pH £75, tM KBKAF Le yo ac 


Das a NZCYM | 琼脂 板 为 合 琼 脂 .5%, 的 上 述 培养 基 ， spleens qh 84 
LB 或 NZCYM 的 顶层 琼脂 为 含 0.7 %o 琼脂 的 祖 应 培养 基 。 Be aie oe 
ety 按 1/100 接种 量 ， 在 100ml 液体 培养 基 〈(LB 或 NZCYM, wer ee 

中 接 人 1ml WRK, SG 振荡 培养 至 ODio 读数 为 0.5 EA, 然后 冷却 至 43@5 进行 

低温 高 心 (4%c) ICSE OK, FEE LIP A ROE F 1/10 原 体积 的 10mmol/L MgSO, 
溶液 中 。 
4) -F 15- ~20mi AHURA BINA 0.2ml EWR Ew, Hin 2—5 x 

10: 重 组 噬菌体, 摇 匀 后 37°C 水 浴 预 吸附 20 分 钟 。 eRe RE RO HR 

WHY Eo KE at %% : 

GG) SUERTE RISE LIRR 47°C 水 浴 中 保持 熔融 状态 

RIP (em HAM ARH) 在 37%C 恒温 箱 中 预 热 。 然后 在 预 吸 附 演 亩 依 20 分 

钟 后 的 试管 中 准时 加 入 6ml 顶层 琼脂 (47°C 温度 左右 ) ES ARI BL, BE 

甫 于 较 水 平 的 桌面 上 , 待 项 层 琼脂 凝固 。30 分 钟 后 ， 再 把 培养 中 移 译 37°C ta 温 箱 ， a 

B10 No REMEBER ALEK. | Hae ae 
(6) AVEHRMBSZ 4c WY 30—60 Sg WSR 加 SM Senha 10m 

Poe Lin: 或 于 ec KEN. MA baw, 4c BK, Ik Lame 

AQAA MAGE AEH 03%, aE 4c 贮存 。 AMS FH EBL 7 % tne 

浓度 ;可 贮存 在 — 70°C. 

7) BP MAM BARE ARS) 0.5—1 x 10"pfu/ml, 为 各 免 扩 eer 
RAK, WAALARS WOT SMR AMR, 离心 条 件 为 22000r/miin， 3 小 村 
| Ge) (Beekmien 离心 机 SW28 转 头 或 者 SW41 转 头 )。 MEARE EF 离心 
管 底部 , 逐 层 小 心 移 去 离心 管内 上 部 溶液 , 留 下 1/15 军 1/6 原 体积 的 底层 此 菌 体 悬 液 ， 绥 
和 而 又 充分 地 泥 匀 ,回收 呼 苗 体 ,一 般 可 浓 浓 五 们 以上。 上层 溶 次 经 检测 ， Je Fai 
RR. Wb, wa CsCl BHD RBSS 二 EST 

ABABA 5B SAG A SS CE JA Ra HR ORT, aiken 
隆 是 稳定 的 。 

在 构建 基因 文库 时 , 若 发 现 体外 包装 的 重组 哆 菌 所 在 琼脂 板 上 生长 不 佳 时 ,最 好 不 要 
进行 扩 增 。 可 直接 借 噬 菌 斑 原 位 杂交 法 进行 靛 选 ， ALA) wb ins BEE LE RR Se 1 ge AS: 
24 1 AY NRE, GLE AT BERR 
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第 五 节 ” 考 斯 质粒 为 载体 的 基因 文库 


考 斯 质 粒 〈cosmid) 又 称 为 装配 型 质粒 ， 是 质粒 载体 的 衍生 物 。 它 具有 质粒 载体 的 
一 般 特征 : 分 子 量 小 ,含有 DNA 复制 起 始点 和 选择 标记 , 可 以 在 大 肠 杆 菌 中 自行 复制 。 
同时 此 类 质粒 都 含有 ) 噬菌体 DNA 的 粘 末端 (cos (LA MKERAR, BATRA 
体 DNA 可 体外 包装 成 噬菌体 颗粒 所 必须 具备 的 核 苷 酸 序列 (cos 位 点 结构 )。 因此 ， 
当 考 斯 质粒 在 合适 的 限制 酶 位 点 插入 了 足够 大 的 外 源 DNA 片段 , 并 连接 成 近似 1DNA 
分 子 大 小 的 重组 体 时 , 它 可 借 载体 上 特异 的 cos 位 点 结构 在 体外 被 包装 成 类 似 于 噬菌体 样 
颗粒 ,这 种 颗粒 会 象 1 噬菌体 一 样 ， 具 有 感染 细菌 的 能 力 。 但 是 重组 体 DNA HARA 
杆菌 宿主 细胞 后 ,由 于 分 子 本 身 不 具有 IDNA 复制 时 所 必需 的 基因 ,并 不 能 按 1DNA 的 
复制 方式 繁殖 ， 仍 只 能 按 质粒 DNA 的 方式 进行 复制 。 重 组 DNA free eae, 
按 其 质粒 上 的 选择 性 标记 来 挑选 含 重组 子 的 转化 菌落 。 


一 、 考 斯 质粒 作 载体 的 优 缺 点 


用 考 斯 质 粒 作 载体 构建 的 基因 文库 ,其 优点 在 于 : @ 可 容纳 更 大 的 外 源 DNA 片段 
(30—45kb), 使 建成 完整 基因 文库 所 需 的 克隆 数目 减少 ， 随 之 带 来 的 益处 是 可 减少 筛选 
时 的 工作 量 。 尤 其 对 染色 体 步 移 的 研究 ,可 节省 许多 步骤 ; © 载体 本 身 的 分 子 很 小 ;一 
般 在 ,5kb 左右 ， 这 在 分 析 插 人 片 外 的 限制 性 内 切 酶 图 谱 时 ,减少 了 来 自 载体 的 和 干扰。 而 
用 ADNA 作 载 体 ,其 自身 片段 约 占 30kb 左右 ,在 重组 子 酶 谱 分 析 时 ， 干扰 必然 大 ， 除非 
把 插入 的 片段 分 离 出 来 ,单独 分 析 酶 谱 。 

然而 , 采用 考 斯 质 粒 构建 基因 文库 时 也 有 缺点 和 困难 之 处 : @ 应 用 常规 的 原 位 杂 
交 技 术 筛 选 克隆 时 ， 阳 性 检 出 率 低 。 因 为 菌落 原 位 杂交 的 敏感 度 低 于 鸣 菌 开 的 原 位 杂交 
法 ,尤其 是 携带 了 巨大 播 和 片段 的 重组 质粒 ,复制 困难 ,拷贝 数 较 低 ; @ 重 组 效率 低 。 
载体 的 重组 效率 可 达 10 一 10” 克隆 数 /w8g DNA， 而 考 斯 质 粒 只 有 10'—10' 壳 隆 数 /ug 
DNA, 导致 效率 低 的 主要 原因 是 很 难 提供 极 大 分 子 量 〈>100kb) 的 供 体 DNA。 若 得 
不 到 高 质量 的 供 体 DNA， 在 制备 Sau3AI 或 Mbol 部 分 降解 产物 和 分 离 30 一 45kb 大 
小 的 片 侦 时 ,相当 一 部 分 长 度 合格 的 酶 解 片段 的 两 端 不 具备 相同 的 粘 未 端 结构 ,它们 的 一 
个 末端 保留 了 原来 的 不 均一 的 末端 形式 ， 从 而 使 重组 时 有 效 的 连接 效率 降低 s ;鉴于 技术 
上 的 难度 ， 用 考 斯 质 粒 来 构建 基因 文库 不 及 以 1 吻 菌 体 作 载体 那么 普遍 。 但 是 随 着 技术 
和 方法 学 上 的 改进 ,以 及 新 克隆 体系 的 产生 ; 考 斯 质 粒 将 成 为 构建 真 核 细 胞 基因 文库 的 良 
好 载体 。 

Dahl 等 介绍 了 某 些 尧 斯 载体 的 特性 ( 表 6.3)。 其 中 pJB-8 是 一 个 分 子 量 比较 小 (全 
5kb) Wt, ARREST (Ap) 的 选择 标记 ， 常 用 插 人 位 点 是 BamHI， 可 以 
与 3su3AI 或 Mbol 部 分 降解 的 外 源 DNA 片段 (35—45kb) 相 重 组 。 


二 、 基 因 文 库 的 构建 过 程 
图 6.3 示意 了 用 考 斯 质 粒 (pJB-8) 构建 基因 文库 的 过 程 。 质 粒 用 BamHIL: 切 开 ,， 并 
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BRR BES RF 


DOD EO OOOO 
.30 一 45bkDNA 片 段 | 
(Mbo I 部 分 降解 ) | 
mam te Kien? 
克隆 


Rahm 


(转化 于 》 


宿主 细胞 
Al6.3 用 考 斯 质 粒 构建 基因 文库 。 
考 斯 质 粒 pJB8。 Eco 一 EcoR 1, Bam 一 BamH |, CIP 7 
cos, ADNA 粘 末 端 序列 。 

ARLE ARRESTS 0k 5° SEERA, PAR DIVA 是 借 ,Mbal; 葬 的 部 分 麻 解 作用 制 各 
插 人 片 眉 。 详 细 操 作 步 又 可 参考 文献 [ 2 ] 第 295 一 307 页 的 方法 进行 构建 基因 文库 的 过 
程 与 用 闷 载 体 的 步骤 大 致 相似 。 所 不 同 的 ,首先 是 载体 的 处 理 土 比较 简单 考 斯 质粒 只 需 
用 限制 性 内 切 酶 ( 例 BamHI) WMH, BAR A 载体 那样 进 : 一 步 分 离 酶 解 产物 ,除去 中 
央 片 归 。 为 了 减轻 质粒 的 自身 连接 ， 酶 切 后 质粒 仍 需 用 碱 性 奋 酸 酶 〈 例 如 和 皇 肠 碱 性 磷酸 
As, CIP) 处 理 , 去 除 粘 末端 5 磷酸 单 酯 。 在 正式 用 质粒 进行 重组 实验 前 ,还 应 检测 去 磷 
酸 单 酯 的 效果 。 即 取 一 定量 去 除了 磷酸 单 酯 的 质粒 交 0.5 wg) 进行 自身 连接 ; 另 取 同样 量 
ER RAL, MAA HE Ch ADNA BamHI 降解 产物 ) 于 相同 条 件 下 连接 ， 用 连接 产物 
本 
前 的 质粒 限制 酶 解 产 物 ,观察 自身 连接 效率 or | Cie 

其 次 ,在 揪 大 片段 的 制备 和 分 离 上 也 稍 有 差别 。 制 备 供 体 :DNA (例如 真 核 细胞 的 并 
色 体 DNA) 需 特别 小 心 , 必须 保证 DNA 分 予 尽 可 能 大 因此 和 提 DNA 的 条 件 要 非 
常温 和 ，, 减 纱 大 分 子 的 机 械 性 断裂 ; 在 用 限制 莓 Sau3AU Be yMbol) 进行 部 分 酶 解 作 用 
时 , 酶 反应 要 选择 能 产生 较 多 30 一 45kb FRR, ,并 在 对 这 些 片段 进行 分 级 时 要 说 
RE, UDA RMB. 

第 三 ,在 连接 重组 时 ， 质 粒 DNA HERRERA RS 10 倍 以 上 ,使 插 人 片段 
MARES RMA. AN, BRA DNA 的 总 浓度 要 高 于 200wg/ml,， 以 便 促 
其 形成 串联 状 线形 多 聚 分 子 。 连接 产物 的 包装 步骤 与 包装 当 载 体 的 重组 : PNA' 分 子 相 
同 , 但 所 用 的 包装 抽 提 物 中 不 能 含有 腐 胺 ,以 保证 被 包装 的 重组 DNA -分 所 中 都 连接 有 足 
够 大 的 插 大 片 明 。 因 为 不 含有 腐 胺 的 包装 抽 提 物 ， 在 包装 时 将 对 被 包装 的 重组 分 也 大 小 
有 明显 的 选择 性 ,一旦 重组 DNA 分 子 的 长 度 为 野生 型 IDNA 总 长 度 的 80 多 时， 其 包 
装 效 率 将 只 有 野生 型 1DNA 的 1/200 左右 5 

包装 后 的 重组 体 颗粒 可 悬浮 于 SM 缓冲 液 中 ,在 4"c RF 进行 感染 时 ， 宿主 细胞 
要 选择 recA” 的 菌株 ,如 :ED8767 或 DHIE 的 大 肠 杆菌 株 ,以 减少 插入 片 眉 中 因 存 在 重 
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表 6.3 几 种 考 斯 质 粒 的 特性 


Fe Re 


名 称 选择 标记 


pJC 74 ~4{Bglll,EcoRI,Sall, BamHl|Amp', El imm 


ns 19 一 36 
pJC75-58 |BamHl, Balll,; EcoRt | |Amp‘ _ 23 一 40 
pJC720 Hindill, Xmal > El imm, Rif' |Colicin CARO BDI) Pte: 24 11—28 
Xmal _ 
pHC79 EcoREHindIll,Sall, Amp‘, Tet' Amp: Pstl,. Pyul Tet: 6 29—46 
BamHI Pstl, Pvul, HindIII, Sall, BamHI, Sphl 
Ristalli Sphi 
pJB-8 EcoRI, Hindlil, Sal, |Am5 re Amp: Pstl, Pvul 5 30 --47 
\ BamHI, Sphl ten 
pOPF1 BamHI, Kpnl, Clal Ampt > | “lamp: Pvul 8 | 27—44 
Pvul, Bglil, Hpal |TK (在 请 及 细 用 由) TK: BgIII 
MUA-3 Pstl, EcoRI, Avall, Ball/Tet* 4.5 | 31—48 


Pvul, Pvull, Xmalll 


Amp5， 氨 基业 青霉素 抗 性 ; El imm, AiG rR RE > FARES TES. Tet, 四 环 素 抗 性 ; TK, ig 
AR We ES. 
复 序列 而 引起 分 子 内 的 重 排 现象 $ RARBEMNERALS ARKH, LA 
的 差别 是 在 37°C 预 吸 附 20 分 钟 之 后 ,要 加 入 Linl 培养 液 【 例 如 也 B) ,继续 培养 45 分 钟 > 
然后 再 铺 板 ;, 荡 脂 扳 应 含有 可 供 选 择 转化 子 的 抗菌 素 ( 例 如 pJB-8 是 用 氨基 灶 青 霉 素 )。 
hI SS ER EH Le ES A FEN Ta TES 
intent ceed alediamaceciaal Ea ae Dn Sb OT oe 


3 i i. | 
sb he ik pans 104 RRR ates oe cea 
5} F PRAVEEN, EORR-+OKARANEA ECAR, 
那些 难以 获得 的 材料 如 病变 组 织 ;也 可 以 在 少量 取材 的 情况 下 构建 成 满意 的 基因 文库 。 
基因 文库 棍 供 了 构成 基因 组 序列 的 全 部 克隆 ， 它们 是 研究 基因 结构 及 其 表达 的 主要 
材料 ,并 通过 染色 体 巡视 分 析 , 提 供 了 染色 体 基因 组 结构 的 重要 信息 。 基因 文库 还 为 从 生 ; 
物 进 化 薄 度 研究 基因 结构 以 及 生物 体 不 同 发 青 阶段 的 基因 表达 提供 有 意义 的 资料 ”对 原 ， 
核 细 驳 和 低 等 真 核 细胞 来 说 ,基因 结构 比较 简单 ,它们 的 基因 文库 可 为 基因 工程 直接 提供 
wk, TASH, CLEA BAA, 基因 结构 复杂 , 一 个 结构 基因 往 
往 可 被 几 个 插 允 了 巍 列 (内 容 字 ) 分 割 , 因 此 基因 文库 不 能 象 cDNA 库 那 样 ,可 直接 为 基因 
工程 提 上 绒 研 究 划 和 产物 用 的 结构 基因 片段 , 但 是 ， 通过 对 其 基因 结构 的 分 析 4 可 为 该 基因 ve 
的 体外 表达 和 调控 研究 提供 重要 信息 。 
1985 年 哆 国 又 出 现 了 己 种 新 的 体外 特异 谷 成 DNA 的 方法 ; 叫 聚 合 酶 链 丈 应 Cpot 
merase‘chain'feaction, {Pk PCR). 该 方法 可 以 部 分 地 代替 基因 文库 。 它 是 利用 两 个 
与 待 合成 的 DNA BEAN 52 A 3 端 互补 的 短 多 聚 核 背 酸 引物 j DI DNA % Hike, Bit 
便 外 的 PCR PUM, BEWARE DNA, 也 有 人 将 此 方法 称 作 无 细胞 体系 的 分 ， 
子 克 隆 (cell-free molecular: cloning)。 该 方法 简化 了 分 子 过 隆 及 筛选 过 程 , 所 以 可 快速 - 
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得 到 特异 的 DNA HR, AERA SCH LMAR) o AKKHED MR, ES Me- 
thods in Enzymology. Vol 155, 335—350, 1987, 

该 方法 虽 有 上 述 优点 ,但 也 有 两 个 缺点 : 加 它 要求 待 合成 的 DNA 片段 的 序列 必须 
是 已 知 的 ,至 少 要求 DNA 片段 两 端 长 约 20pb. 的 序列 是 已 知 的 ， 由 此 才 可 设计 出 3 端 
及 5 端的 引物 序列 ， 进 德 耻 CR 到 应 ;/ 四 该 方法 到 目前 为 出 最 长 只 4 可 合成 长 约 6kb 的 
DNA 片 外 , 而 用 经 典 的 基因 文库 的 方法 ,我 们 最 长 可 以 得 到 长 20 kb 的 片段 。 因 此 ,该 方 
法 还 需 研 究 改进 。 不 和 久 的 将 来 可 望 得 以 改进 ,用 以 取代 基因 文库 的 制作 。 应 用 PCR 方法 
很 重要 的 是 需 用 一 种 耐 热 的 Taq DNA 多 聚 酶 ;另外 ， 合 成 的 引物 必须 很 纯 ， 否 则 不 能 
RELAY DNA 链 。 
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第 七 章 cDNA 5 fe 
RB # 


cDNA 是 互补 于 RNA 的 DNA， 又 称 反 向 转录 DNA, cDNA 是 指 以 RNA (多 


为 mRNA) 为 模板 ,在 逆转 录 酶 作用 下 合成 的 互补 DNA 链 。 通 过 DNA 克隆 的 方法 ， 


把 互补 合成 的 cDNA 链 与 载体 DNA 重组 ,引入 寄主 细菌 ,进行 扩 增 的 过 程 称 为 cDNA 
克隆 。 

由 于 cDNA 是 严格 互补 于 模板 mRNA KABA. 因此 cDNA 序列 只 反映 
基因 表达 的 转录 及 加 工 后 产物 所 携带 的 信息 。 也 就 是 说 cDNA 序列 只 与 基因 的 编码 序 
WARK, 而 不 反映 内 含 子 〈intron)。 它 与 相应 的 基因 组 比较 ， 提供 了 一 种 分 析 真 核 基因 
结构 .组织 和 表达 的 强 有 力 工 具 , 被 广泛 地 用 于 以 下 几 方 面 的 研究 。 

C1) 真 核 细 胞 mRNA 的 结构 和 功能 。 一 种 特异 的 mRNA 在 细胞 RNA 中 往往 只 
占 很 小 比例 ,难以 研究 其 序列 结构 和 功能 。 相应 的 cDNA 则 可 以 很 方便 地 进行 序列 分 
析 , 用 这 种 途经 已 完成 了 许多 特异 mRNA 的 序列 分 析 , 确 定 了 mRNA 起 始 ,编码 \ 转 录 
与 翻译 的 终止 序列 。 


(QDARREAN AWM. cDNA 克隆 与 相应 基因 克隆 的 比较 ,已 确定 了 不 少 蛋白 


质 , 如 珠 蛋白 .胰岛 素 、 生长 激素 的 基因 结构 和 含有 插 人 序列 的 基因 转录 产物 的 加 工 ， 以 及 
免疫 球 蛋 白 基因 的 重 排 等 。 
(3) DHT RNA 病毒 基因 组 的 结构 。 如 疱疹 性 口 炎 病毒 , 峭 仍 灰 质 炎 病 毒 和 流感 
病毒 ,研究 了 这 些 病 毒 的 结构 .复制 和 表达 ,并 据 此 提出 了 发 展 抗 病毒 疫苗 的 方法 。 
(4) 研究 真 核 细 胞 的 染色 质 结构 ` 组 织 和 DNA 的 转录 ,由 于 染色 质 结构 在 细胞 分 化 、 


发 育 及 受到 激素 等 诱导 时 表现 出 不 同 的 状态 ， 对 脱氧 核糖 核酸 酶 (如 DNasel、DNaselIl _ 


及 微 球 菌 核 酸 酶 ) 表现 出 不 同 的 敏感 性 。 因而 以 cDNA 为 探 针 可 检查 经 酶 解 的 染色 质 
DNA 中 的 特异 基因 片段 ,通过 核 小 体 结构 变化 ， 了 解 染 色 质 上 某 特 异 基因 的 活跃 表达 及 
不 活跃 状态 ,并 进而 认识 染色 质 结 构 变 化 对 基因 表达 的 调节 作用 。 

《5) 从 基因 文库 中 分 离 特异 的 基因 。 在 基因 工程 操作 中 ,党 以 cDNA ARE MEA 
文库 中 分 离 相 应 的 基因 组 基因 克隆 。 因 而 cDNA 克隆 常常 是 基因 分 离 和 结构 分 析 的 第 
一 步 。 获 得 cDNA 探 针 常常 是 许多 分 子 生 物 学 研究 及 基因 工程 操作 的 人 手 处 。 

cDNA 克隆 技术 在 现代 生物 学 研究 中 占有 显而易见 的 重要 位 置 , 近 十 年 来 许多 实验 
BRAT cDNA 克隆 技术 的 研究 ,使 此 项 技术 日 至 完善 , 迅速 简便 。 到 目前 为 目 已 报道 
有 数 十 个 cDNA 克隆 成 功 ， 为 真 核 基 因 结 构 和 表达 的 研究 提供 了 一 系列 的 探 针 。 本 章 
将 介绍 cDNA 克隆 的 几 种 方法 ,详细 叙述 具体 的 程序 ， 并 对 cDNA 克隆 中 的 诸 因素 进 
行 讨论 。 
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aa 


Hi CDNA SEK RATE AM DR 
—. cDNA 克隆 方法 


所 有 cDNA 克隆 都 包括 cDNA Sat. 5 DNA (cDNA 与 载体 DNA) 重组 、 转 
化 细菌 和 克隆 筛选 等 步骤 。 目 前 广泛 采用 的 方法 有 以 下 几 种 。 
1. WH CDNA AR-ARS RHE BEAK 


' pBR322 
(40kb) 


ss—- DNA ————— ‘ 
rite he Nota 


Klenow & 
ds 人 4-cNA CC 一 
Gs +dGTP : 
ch | SI1 & 
ds—cDNA 
3" Hig +e 
; +dCTP 
(C), 
(C), 


; | se mea 


’ 


CTGCAG(G),GG 


y tt | 
CC(C),CTGCA G 
; GACGTC(C),CC cDNA GG(G),GACGTC 
( pBR322 y 
Pst I 


ack Gh)” (Gaara 
ACGT(C), (6), 
cDNA tf A} BE 


A7.1 Re cDNA 合成 一 同 源 多 聚 物 接 图 法 示意 图 ” 
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这 是 目前 广泛 采用 的 方法 。 它 是 以 多 聚 (A)RNA 为 模板 , 经 AMV BEE RAR HEIL, 
SRL SEAR d(T) 为 引物 的 单 链 \DNA。; 然 后 由 PN 多 聚 等 工 或 逆转 录 酶 催化 合成 
全 第 一 条 cDNA 单 链 为 模板 的 双 链 CDNA, cDNA 的 3 未 端 连 接 同 源 多 聚 d(C)， 而 载 
你 DNA 由 同 源 多 聚 d (G) # Bs Wh DNA HA d(G) 与 多 聚 d(C) 的 互补 关 
系 , 形 成 的 粘 末端 重组 ,转化 细菌 得 到 cDNA 克隆 。 过 程 如 蜀 7.1 所 示 。 

二 2 膝 用 特异 引物 的 <DNA( 合 成 和 克隆 法 f | SH Bi, } 

此 法 是 在 单 链 CDNA 合成 中 , MAA LAOS ARES Mss 
物 的 序列 由 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 确定 ,一 般 应 首先 确定 某 种 蛋白 质 C 端 钓 54-7 个 氨基 酸 
顺序 ,然后 合成 相应 引物 。cDNA 合成 时 ,加 入 此 引物 ,使 单 链 cDNA ARAL ESS 
引物 相应 序列 的 mRNA 作为 模板 , 而 不 需要 分 离 特异 mRNA, LS ROA RB TE Lo 

3. 人 工 合成 连接 子 的 cDNA 与 载体 DNA JERE “1 了、 

合成 的 双 链 cDNA 先 与 第 一 个 连接 子 连 接 由 DNA Sigh ire 片段 催化 ; 


然后 用 S1 酶 去 除 双 链 cDNA 另 一 端的 环形 单 链 部 分 」 kine LB MRE. 饼 


a fae 
AIA 


一 xeon, - SR, BIRT HUMIRA EE IG, cDNA 
| DNAgmm = RK DNA (两 端 带 有 与 cDNA Bie — wt Hy Hi 
Klenow 片段 修复 ， 末端) 连接 重组 建立 CDNA THEE, 程序 如 图 7.2 所 示 。 
sen—> ny 4. 用 质粒 作为 引物 的 ets 合成 方法 (Okayama 
| 连接 子 ; Berg) [fp ak 吉 \ \ 
——om E73 PAR, ASE CLR AME, Kol BUR 
| sw | RE DNA， 并 以 3° 端 接 尾 法 连接 上 多 于 aC), Hpal HYD 
一 -一 一 rm ~~ 去 一 端 经 纯化 后 作为 cDNA PCS | $04 另外 , 以 Pstl ie 
DNAZ Ag I 切 质 粒 DNA, 3’ 端 多 聚 dG) #22, Hind Il Re, At 
ea HBS 化 后 得 到 连接 子 。cDNA A RDB CA)-RNA 为 模板 , 
= ee ”加 入 质粒 引物 入 到 cDNA-mRNA 杂交 链 , FELL Hind Tl 
eS 3) «GY, EEF i cDNA-mRNA S9)(KL DNA EB 
coum IATE IGE, WIRD RNase, DNA SRW LABHME 
| | eon HENS 1 UR RNA 和 置换 合成 :DNA ipseRe RA 
r 目前 已 有 质粒 引物 和 和 连接 子 商 品 出 售 ， 使 这 种 方法 科 
与 质粒 DNA — BAT AINTI 。 
| 连接 5. 一 种 较为 简单 的 'cDNA -合成 方法 
== | 在 方法 工 的 基础 士 进行 修改 :一 完成 单 链 CDNA 今 成 
后 ,不 需 去 除 mRNA FE, 而 在 双 链 cDNA 合成 中 则 时 加 
sey jp . A DNA £38%% 1, RNase H HABER DNA EER, 
反应 中 RNA SEEM aC DNA Amt, cDNA 


人 AGRI DNA 的 连接 重组 ,转化 角落 步 台 同 方法 1。 
二 、cDNA WEHAALR 


下 面 以 方法 1 为 例 叙述 cDNA HENS MIRE | 
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| WR dH. 
A’! —— 
“Pvull ‘Hing 
aT) | GaN 一 ; 
NOL ROR Hind In CIM GG 


| OfgoadG 接 尾 的 连接 子 的 上 是 加 
iA te 用 大 肠 杆 菌 DNA 连 接 酶 环 化 


i HORM Rs ，，， 
“TUT tt WRNasel, DNAX A 1 
Hie ee IDNA RA RNA€ | 


7.3 Me A cDNA #4 3-9R(#¥ Okayama Al Berg), 
A SER! hia 


cyan: cDNA Gm ey | oe 
es ae “ee ithe, 人 AR 

_AMV we HEMEL MOLI, Sie SORA LE — 20°C, 有效 使 用 期 为 
三 个 月 。 

(RR d(T) n- nr cDNA 合成 引物 ,结合 于 mRNA'3' 端 多 聚 (A) 区 域 ， 长 度 为 12 一 
壤 脱 第 胸 腺 翌 葫 。 如 使 用 合成 的 特异 序列 引 斩 则 不 必 加 入 此 引物 。 

放 线 菌 素 D: 抑制 可 能 混杂 在 mRNA 样 中 的 DNA 模版 的 活性 。 

标记 化 合 物 ， 通常 采 用 :H、2P、2S -标记 位 的 dCTP, 


2. 操作 

反应 混合 物 包括 : 
23 (A)-mRNA lug 
dATP, dGTP, dTTP 各 Im mol/L 
dCTP 0.5mmol/L 
Tris-HCl (bEH8.3) 100mmoal/L 

; MgCl, s 10mmol/L 
KCl 50mmol/L 
Tr’ 10mmol/L 
放 线 菌 素 D 504g/ml 
低 聚 ACT) nie 2004g/ml 
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3H-dCTP 20pCi 
AMV WRB 100u 
RRL RKB 25 zl. 

事先 将 各 成 分 配制 成 10 X 或 5 x 贮存 液 。mRNA 溶 于 水 , 取 1wg， 加 入 四 种 脱氧 
核 苷 酸 及 标记 化 合 物 ,冰冻 抽 干 。 然 后 加 入 其 他 各 溶液 ;最 后 加 入 逆转 录 酶 , 混 匀 ，3,000 
r/min 离心 1 分 钟 ,使 溶液 集中 于 管 底 ,抽样 al 作为 反应 0 分 钟 样品 ,37* 保 温 ,并 间隔 
10 一 15 分 钟 取 样 1x1, 测定 *H-dCTP BA, 

WEEE: HEM 100ul 0.4% 的 牛 血 清白 蛋白 (BSA) 置 于 测定 警 中 作为 沉淀 
cDNA 的 载体 , 加 入 样品 lel, BINA 2ml [ALR (TCA) 溶液 〈 其 中 三 氧 乙酸 10 多 ， 
焦 磷 酸 钠 0.2% )。。 冰 浴 中 置 30 分 钟 后 , 滴 加 于 硝酸 纤维 素 微 孔 滤 膜 士 , 抽 滤 ， 并 以 TCA 
AR. MARNIE SAE IRR Sml, HR” 

TKIBHEIN BRK: 4g ppo. 0.052 popop WF 667ml FARK 333ml Triton X-100, 


(=) 去 除 mRNA & 


选择 恰当 的 保温 时 间 ， 加 入 0.2mol/L EDTA 溶液 2wl 终止 反应 。 反 应 混合 物 中 加 
人 等 体积 饱和 酚 -氯仿 - 辛 醇 (25:24:1) 混合 溶液 ,旋转 混合 30 秒 ,5,000r/min 离心 2 分 
HMA, 弃 去 蛋白 质 。 为 去 除 合成 产物 溶液 中 残余 的 脱氧 核 昔 酸 及 小 片 腿 cDNA» 
通过 葡 聚 糖 凝 胶 G-100 柱 层 析 。 柱 以 0.02mol/L EDTA, 0.1mol/L Tris-HCl (pH7.1 
溶液 平衡 并 洗 脱 ， 每 管 收集 组 分 0.2ml 左右 。 各 收集 组 分 取 Sal 加 入 5ml 水 溶性 闪烁 液 
计数 第 一 洗 脱 峰 为 cDNA， 第 二 洗 脱 峰 (滞留 组 分 ) 是 未 摊 人 的 核 昔 酸 。 将 第 一 洗 脱 峰 的 
各 组 分 合并 ,得 cDNA-mRNA 杂交 链 。 为 去 除 mRNA 链 ,在 溶液 中 加 大 3maoHENaOH 
至 最 终 浓度 为 0.3mol/L,60*C 保 温 1 小 时 ,加 入 冰 醋 酸 使 溶液 pH7.0 (由 于 溶液 体积 很 小 ， 
为 避免 损失 和 同位 素 污染 ,一 般 不 用 pH 计 测 定 反应 溶液 ,而 是 通过 一 个 同 cDNA-mRNA 
溶液 一 致 的 空白 对 照管 ， 加 入 NaOH 至 终 浓度 为 .3moI/L， 然 后 以 冰 栈 酸 调 pH7.0, 
记 下 加 入 冰 栈 酸 的 量 ， 也 就 是 应 加 入 反应 溶液 中 冰 栈 又 量 )。, 随后 加 入 大 肠 杆 菌 tRNA 
至 1OD/ml， 作 为 载体 ,加 入 2 倍 体积 预 冷 乙醇 沉淀 过 夜 ，16,000r/min 离心 30 > oa, 
KART, AFH cDNA 合成 。 


(=) 双 链 cDNA 合成 


可 采用 两 种 不 同 的 反应 体系 ,一 为 DNA BARA I 体系 ， 另 一 为 逆转 录 酶 体系 。 后 
一 反应 体系 为 : 


单 链 cDNA 

dATP, dCTP, dGTP, dTTP §%1mmol/L 
Tris-HCl (pH8.3) 100mmol/L 
MgCl, 10mmol/L 
KCl 50mmol/L 
DTT 10mmol/L 
wt eR 100u 


RMARA 50al, 37°C 保温 2 小 时 ， 每 间隔 30 SHIR Lal, 用 S1 BAK WE 
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链 化 程度 。S1 酶 反应 体系 为 《50p1 #); 


”NaAC-HAC (pH4.5) 30mmol/L 
NaCl 300mmol/L 
ZnCl, 7.5mmol/L 
载体 tRNA lug 
Sl && 10u 


室温 下 放置 30 分 钟 ,然后 加 100u1 0.4% BSA, 2ml 10% TCA 溶液 ， 硝 酸 纤维 素 滤 膜 
过 滤 ， BATT Ro 保温 结束 时 cpm 数 与 0 时 cpm 的 比值 即 为 双 链 cDNA 合成 效率 。 

MH cDNA 反应 混 含 物 加 入 2ul 0.2mol/LEDTA 终止 反应 。 酚 法 去 除 蛋白 ,同样 
以 Sl 酶 反应 体系 消化 去 除 单 链 区 及 两 端 环 形 区 域 ，SI 酶 消化 后 再 以 酚 法 去 除 蛋白 , 双 
链 cDNA 溶液 加 人 2 倍 体积 冷 乙醇 沉淀 过 夜 。 


《四 ) cDNA 合成 的 产量 计算 


计算 cDNA 合成 的 产量 及 效率 是 检 完 cDNA 合成 过 程 ， 并 为 单 链 <<DNA 合成 后 
进行 双 链 侣 成 ,3 端 接 尾 和 DNA 重组 提供 计算 依据 的 主要 步 又。 计算 中 已 知 的 参数 有 : 
1Ci 'H 标记 化 合 物 的 dpm (2.22 x 102); 液 闪 计数 器 效率 ,通过 标准 源 测定 得 知 ; 标记 
-人 化合物 比 活性 ;脱氧 核 音 酸 平均 分 子 量 ( 按 350 计算 ); cDNA 中 四 种 核 背 酸 摊 入 按 各 四 
分 之 一 计算 。 

首先 推 知 25 xl BR .50ul 反应 混合 物 中 ;HH- dCTP 的 实际 放射 比 活性 。 0.5mmol/L 
dCTP 在 反应 混合 物 中 mmol 数 为 ; 

: 0.5mmol X 25zl 
104xl 
假定 *H-dCTP 标记 化 合 物 比 活性 为 18Ci/mmol， 反 应 中 加 入 20wCi， 标记 化 合 物 在 总 
dCTP 中 所 占 mmol 数 忽 略 不 计 ，?H-dCTP 实际 放射 比 活 性 为 : 
20nCi 
1.25 X 10°°mmol 
因此 新 合成 的 cDNA ,4% lug cDNA 应 显示 的 cpm BX: 
1.6Ci/mmol X 2.22 X10"°dpm/Ci 
4 X 350000”g/mmol 
式 中 40% Amit BS AS it BR , HO OS a 2 标记 化 合 物 则 应 改 用 相应 数值 。 
”根据 新 合成 cDNA 的 计数 即 可 推 知 所 合成 CDNA 的 微克 数 。 


cDNA 的 mg Bt x 100% 
mRNA AY ue 数 


= 1.25 x 10-°mmol 


[一 1. 1 


x 40% PM 一 2.54 x 10°’cpm/ug 
dpm 


Bl cDNA 合成 效率 。 
WH cDNA 合成 的 有 关 计 算 原 理 与 此 相同 。 
《五 ) 3' 末端 同 源 多 聚 物 接 尾 及 DNA 重组 


将 含有 双 链 cDNA 的 乙醇 盗 裕 离心 去 除 乙 醇 , 抽 和 干 ,加 入 接 尾 反应 体系 ,反应 体系 中 
SA: 
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=F Te 0,2mol/L . 


HT Sa 


Tris-HCl (pHo6.9) 25mmol/L 

DIT. 44 2mmol/L 

CoCl, 0.5mmol/L 

BSA 2502/ml 

dCTP Immol/L | 

sH-dCTP L0uCi ‘08 Wee 
_ 3 AMARA RES Lou i tears 


反应 体积 为 50Ad，37aG 保温 30 分 钟 , 0 分 及 30 分 各 取样 Lab 加 入 BSA Te TCA bie 
酸 不 溶性 成 分 cpm。 保 温 结 束 后 ;加 入 2p1 0.2mol/L. EDTA Aik Rit, BREA, 
GAME C-100 柱 层 析 去 除 未 挫 人 核 音 酸 , 加 入 tRNA 至 1OD/zml 及 2 售 体 积 准 忆 
BIEL Xe 

载体 pBR322 DNA(& Pstl 酶 切 ) lug Bey CDNA, dCTP AcH-dCTP 
ee dGTP. J *H-dGTP, .., se 

3 SB d(C), d(C) 数 的 计算 如 下 。HdCTP sein aC Leia 


MMOL 10s 9 actfsmdkah pans SdhhPA MD 
Immol/L X 50zl 


“首先 根据 总 摊 人 的 cpm 推算 dCTP BAS) 39H mmol M, BBAL ol dcTP 
AY cpm 为 : 
0.2Ci/mmol x 2.22 x L0"dpm/Cix 40% © ie oe L. 78 X 10" faba 


Pot 


根据 实际 cpm 计数 即 可 推 知 挨 人 到 :3 端的 _dCTP mifid! 数 。 
然后 根据 cDNA 的 pg 数 及 其 分 子 量 计算 出 ya. 的 mmol Bo 
dCTP BAM mmol 数 Se a 
cDNA mmol 数 x 5 in, AT 71 
即 为 每 个 cDNA 分 子 3 端 dCTP He BMRA HIRD — 是 由 于 cDNA 分 子 有 


两 个 3 末端 。PBR322 DNA 3 端 dGTP RWI RRA RY 3 Fit 6 Fa 207 Ao 
d(C) 或 d(G) XH Ho 

43 d(C)-cDNA 和 多 聚 d(G)-pBR322 DNA pat RAB ORE BS cDNA 和 
_pBR322 DNA #% mmol 比值 1:4 WK GRA, WT 10041 包含 有 0.1 mol/L NaCl, 
10mmol/L Tris-HCl (pH7.8), 0.lmmol/L EDTA [iio 65°C 保温 30 分 钟 ， 并 在 
12 小 时 或 更 长 时 间 内 降 至 室温 ,用 于 转化 细菌 aking 


《六 ) 细菌 转化 及 克隆 筛选 


取 受 体 菌 一 搂 种 环 ,接种 于 LB 法 体 培养 基 (1,000ml 中 含有 10g NaCl, 10g Ki 
PRA. Se 酵母 提取 物 ，pH7.5)，37sC 培养 过 夜 。 取 5ml 培养 物 接种 于 100ml LB 培养 
基 中 ,37sc 培养 直到 600nm 光 吸 收 为 0.6—0.70D, HY Gml 省 鲜 培 养 物 ,51000c/m 志 EFL 
10 分 钟 , 菌 体 悬 序 于 31 , 预 冷 的 ;530mmol/L CaCl, 中 , 冰 座 振荡 20 分 钟 ,再 离心 , BAKE 
浮 于 0.2ml Cacl, 溶液 中 ,加 人 复 性 重组 的 DNA 20ul, vKIS IEG 60 分 钟 , 转 人 37°C 


“5 


es Gh, MWA pp5ml LB RRL, 37°C 保温 30 Fo RMT AA 15wg/ml 四 环 素 和 

Do RBA LB Fie RE. Beat Ko 抗 四 环 素 菌落 再 以 含 ,0ug/ml AR eR 
j 养 基 筛 选 。: 挑 出 有 只 在 合 EL RAAT REE H BRIA A KAN ed» HE— 
iy ee BBA BT Saat LE RE 


(七 y SdH DNA 的 抽 浊 和 鉴定 


经 筛选 得 到 的 抗 氨 芥 青 盏 素 基因 插 人 失 活 的 细菌 株 ， 六 种 于 10ml LB wae, 培养 
sto RW PERIL DNA; :培养 物 8,000r/min 离心 10 分 钟 收集 著 体 ， HARE 
-于 10021 25% fH. 50mmol/L,.Tris-HCl (pH8.0), Immol/L EDTA 溶液 中 。 再 可 
160iL 合 有 5mg/ml AR LWA, SS BR, MMA 200wl 0.2mol/L NaOH, 
1%SDS IK VK ME 10 分钟, 加 入 200” Smol/L NaAC (pH4.8), KA 10 分 钟 ， 
Bit 10,000r/min 10 4 BAM) By Lg, UA SS fk BR - A - (25: 2421) HS 
PRO KEREARREBRMA 2AKRACM EDK | hry de 
8,000r/min 离心 10 4h, AMZN HHT DNA iS FAA 50 mmol/L NaCl, 10 
mmol/L Tris-HCl (pH7.5),,,0mmol/L MgCl. Immol/LDTT 的 酶 解 缓冲 液 中 ,加 和 
PstI 限制 性 内 切 酶 10u， 37°C 保温.30 分 钟 ， 置 沸水 洽 中 2 分 钟 , 用 于 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 
析 ,以 确定 CDNA 播 人 片段 的 大 水 a 
$c NRG RRR en 207 BORG 
LAM A Hm: 第 三 < 特异 cDNA 的 克隆 
为 获得 与 特异 mRNA. 分 子 互 补 的 cDNA. tiles 党 采取 的 方法 有 : OD aH 
49 mRNA; dhbtite mRNA 分 子 为 模板 ,得 到 特异 的 : cDNA 克隆 ; 四 从 某 种 组织 总 
“mRNA 为 模板 得 到 的 CDNA 文库 中 分 离 特 异 的 cDNA Bi; OBE Bat Sai 
定 芙 毛 基 酸 序 列 ， 根 据 氨 基 酸 序列 推 知 15 一 20 个 相应 的 脱氧 核 昔 酸 序列 ， 以 此 合成 一 
股 寡 聚 脱氧 核 音 序列 作为 引物 ， 加 从 到 提取 的 总 mRNA 中 合成 “cDNA, 得 到 特异 的 CDNA 
克隆 。 下 面 详细 介绍 由 cDNA 文库 分 离 特 异 cDNA 克隆 的 方法 。 


\— 


3). a Ses Bt Ee 


= A OMe RS 
eee pit RN ABCA cDNA ee 
Kivi ‘oMAZUL At 
在 建立 cDNA acre rie al TSE he DNA 表达 的 载体 (如 agtll eo caer 

cDNA 文库 后 ， 分 组 逐一 一 鉴定 各 cDNA 的 表达 产物 (多 肽 )。 沼 用 的 鉴定 方法 是 免疫 反 
应 鉴定 法 ， 即 以 某 种 蛋白 质 的 抗体 寻找 相应 的 特异 cDNA BBO 此 方法 的 细节 已 在 有 
RED Rido 

N i f 本 


和 二、 选择 杂交 法 筛选 特异 , cDNA 克隆 


将 cDNA 文库 的 各 苗 落 每 十 个 一 组 ,混合 培养 于 lOml LB ARIE, 373C Ae 采 
用 前 面 叙述 的 质粒 提取 方法 得 到 带 有 cDNA 矣 人 片段 的 质粒 DNAoDNA HEF 2021 7k, 
100°CAHH 10 分 钟 , 置 一 20*c reais INNA 20l Lmol/L NaOH 室温 放置 20 分 钟 ,使 
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其 中 混 有 的 RNA 降解 如 入 1041 1mol/L NaCl,0.3mol/L 柠檬 酸 钠 、0.5mol/L Tris- 
HC! (pH8.0) 溶液 及 10u1 lmol/L HCI， 置 冰 水 中 。 取 3mm: 大 小 的 硝酸 纤维 素 滤 膜 ， 
BT SQL. HM 5ul DNA 溶 该 , 吹 干 ,再 滴 加 ,再 吹 干 ,直至 加 完 所 有 样品 。 滤 膜 空气 
干燥 , 6 X SSC 溶液 洗 两 次 , 室温 干燥 后 ,80sc 真空 干燥 二 小 时 。: REF 100° HK 
中 1 分 钟 , 再 置 于 冰 水 中 振荡 摇动 3 分 钟 , 以 除去 未 吸附 成 分 。 然后 将 滤 膜 置 于 50 ul .. 
38 A-RNA 2 REP LS: 


43s A-RNA 500g /ml | 
甲 酰胺 (去 离子 ) 65% | Te 
PIPES pH6.4 20mmol/L © "ah 08 
SDS 0.2% 
NaCl 0.4mol/L 
+ AF tRNA 100¢/ml 
50%c 保 温 3 小 时 , 吸 干 杂交 液 , 加 入 lml HE 65°C MRA: 
Tris-HCl (pH7.6) 10mmol/L 
NaCl 0.15 mol/L 
EDTA ‘ lmmol/L 
SDS 0.5°% ei] 


旋转 振 摇 30 秒 , 吸 去 漂洗 液 , 如 此 重复 10k, BARS SDS MERA KR. 
MET SA 30wg 的 300ul EAE CRNA Hh, APE 1 分 钟 ,二 20%c 速 冷 , 从 咨 液 中 取出 膜 ， 
弃 去 。 在 溶液 中 加 入 bul 2mol/L NaAC (pH5.2) 及 lml 冷 乙醇 ， 一 20%C 沉淀 过 夜 , 离 
心 去 乙醇 , 抽 干 , 溶 于 水 。 各 组 质粒 DNA 经 与 多 聚 A-RNA 杂交 所 得 mRNA，' 用 于 体 
外 翻译 产物 鉴定 。 以 确定 哪 一 组 含有 所 需 的 特异 cDNA 克隆 。 然后 青 将 这 一 组 的 十 个 
菌落 逐 二 进行 选择 杂交 ,以 得 到 特异 cDNA 克隆 。 


=, cDNA 克隆 操作 实例 


氨 甲 酰 磷酸 合成 酶 1 (CPS) 是 尿素 合成 的 关键 酶 ， 在 生物 体 氨 代 谢 中 具有 重要 作 
用 ,主要 存在 于 肝脏 ,是 组 织 特异 性 酶 。 为 研究 CPS, 基因 的 表达 和 调节 ， 中 国医 学 科学 
院 基 础 医学 研究 所 生物 化 学 及 分 子 生 物 学 研究 室 完成 了 CPS,， cDNA 的 克隆 。 下 面 叙述 
建立 CPS, cDNA 克隆 的 具体 操作 ,作为 特异 cDNA 克隆 的 二 个 实例 。 i 


(—) CPS, mRNA 的 分 离 


取 大 鼠 肝 组 织 30g， 生 理 盐 水 洗 二 -次 ,前 碎 ， 置 聚 四 氟 乙 烯 玻璃 匀 浆 器 中 ,加 人 预 冷 的 
提取 缓冲 滚 150ml, 其 中 包含 50 mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 25mmol/L NaCl,.5mmol/L 
MgCl, 0.25mol/L 蔗糖 、0.2mg/iml 肝素 及 放 线 菌 酮 1wg/mlo 电动 匀 浆 上 下 六 次 ， 
14,500r/min 离心 10 分 钟 , 于 上 清 滚 中 加 1/10 KRY 10% 脱氧 胆 酸 钠 和 10% Triton 
X-100 溶液 ， 摇 匀 后 铺 于 预先 制备 好 的 蔗糖 阶梯 梯度 溶液 表面 [梯度 为 5ml 2.5mol/ 
L fee. 1.5ml 2.0mol/L 芒 糖 ,其 中 还 含有 2.5mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 150mmol/ 
L NaCl, 5mmol/L MgClj, 选用 12.5ml Bye, SHAME IZ Bml], 20,000r/min 
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(SW-28 转 头 ) 离 心 16 小 时 ， 离 心 后 取出 2.5mol/L 芒 糖 咨 液 ， 其 中 含有 细胞 质 多 聚 核 
蛋白 体 ， 加 人 等 体积 的 2.5mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 150mmol/L NaCl, 5mmol/L 
MgCl, 0.1% NP-40, lug/ml 放 线 菌 酮 及 0.2mg/ml FEILER BHT 20 
小 时 。 透 析 后 贮 在 于 —80°C. 

将 多 聚 核 蛋白 体 于 冰 水 中 解冻 ,12,000r/min 离 心 10 分 钟 , 去 除 不 溶 物 , 加 和 人 抗 CPS, 
IgG 《〈 每 克 多 聚 核 蛋白 体 中 加 1600D:aIgG)， 于 4s 反应 1 小 时 , 然后 通过 蛋白 质 A- 琼 
脂 糖 柱 挟 析 分 离 ， 平衡 及 洗 脱 缓冲 液 为 ”2.5 mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 150mmol/L 
NaCl、5mmol/L MgCl:。 流 速 为 4ml/ 小 时 。 洗 脱 柱 滞留 成 分 的 溶液 是 25mmol/L 
Tris-HCl (pH7.5)、20mmol/L EDTA, 0.2mg/ml 肝素 。 流速 为 10ml/ 小 时 。 收 集 灌 
留 洗 脱 组 分 ,加 和 人 等 体积 lmol/L NaCl 及 19% SDS 溶液 ,然后 进行 寡 聚 脱氧 胸腺 核 彰 纤 
维 素 柱 亲 合 层 析 。 柱 以 0.5 mol/L NaCl, 0.5%SDS, 10mmol/L Tris-HCl (pH7.5) 溶 
液 平 衡 并 洗 脱 非 吸附 成 分 。 用 10 mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 0.5%SDS, 1 mmol/L 
EDTA 溶液 洗 脱 多 聚 A-RNA。 收 集 含有 寡 聚 A-RNA 组 分 ,加 入 NaCl B2% 及 2 倍 
体积 冷 乙醇 ,沉淀 过 夜 。12,000r/min 离心 30 DH, ERC AF , 溶 于 少量 水 , 即 得 到 
富 含 CPS, mRNA WSK, AE cDNA 合成 的 模板 。 


(=) CPS, cDNA 克隆 


Hy CPS, mRNA lpg, KRABAPAMRNMAS cDNA 合成 方法 进行 ，cDNA 合成 保 
温 曲线 见 图 7.4。 


H3-dCTP#A x 103cpm 


15 30 45 60 2 uy i? 2 
时 间 〈 分 》 时 公关 
图 7.4 单 链 cDNA 合成 保 源 曲 线 。 图 7.5 cDNA syM#PR REAR G-100 柱 层 析 分 离 。 


如 图 所 示 ， 保 温 45 分 钟 可 达到 dCTP BA Bie. 单 链 cDNA 的 葡 聚 糖 凝 胶 G- 
100 柱 层 析 分 离 结果 见 图 7.5。 前 一 洗 脱 峰 为 cDNA， 后 一 滞留 洗 脱 峰 为 未 挨 人 的 脱氧 
核 昔 酸 。 

WH cDNA 合成 采用 AMV 逆转 录 酶 催化 ,合成 保温 曲线 见 图 7:6。 

双 链 cDNA 经 S1 Mee, 3 端 多 聚 d(CC) 接 尾 与 pPBR322 质粒 DNA( 经 PstI BY, 
3' 端 多 聚 d(G) 接 尾 ) 重 组 ,转化 细菌 HB101。lpug mRNA 经 此 过 程 可 得 约 120 个 转化 细 
菌株 。 分 成 12 组 ,每 组 10 株 进行 选择 杂交 ,筛选 出 6 组 菌株 的 质粒 带 有 CPS, cDNA 插 
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AW Bko 对 其 中 一 组 的 菌株 逐一 筛选 得 到 一 株 菌 落 的 质粒 带 有 0.8 kb CPS, cDNA #8 
AP Bto FA7.7 是 选择 杂交 的 饰 选 结果 。 图 左 侧 是 各 菌株 质粒 与 多 聚 A-RNA 杂交 ,并 
洗 脱 下 mRNA 进行 体外 翻译 (在 免 网 织 红细胞 体外 翻译 体系 中 ) 的 产物 的 电泳 图 谱 。 右 
HUE 5S- 甲 硫 氨基 摊 人 到 体外 翻译 产物 中 的 放射 自 显影 。 

电泳 采用 6 多 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 、Tris- 甘 氨 酸 、SDS Boh. 样品 1 一 4 为 与 各 质 
粒 杂 交 并 经 洗 脱 下 的 mRNA 体外 翻译 产物 。 52) CPS, (箭头 所 示 )。 右 图 为 翻译 产物 
电泳 后 的 荧光 自 显影 。 

筛选 得 到 的 CPS, cDNA 克隆 ， 经 1 多 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 其 Poel 酶 切 图 谱 , 得 知 
AH BH 0.8kb 左右 (图 7.8)。 
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图 7.7“ 杂 交 选 择 法 筛选 CPS cDNA 克隆 。 


Bi CDNA 克隆 应 注意 的 问题 
一 、cDNA 克隆 所 使 用 的 酶 制剂 


在 cDNA 克隆 的 制备 中 使 用 了 多 种 酶 制剂 ， 在 运输 , 对 存 和 使 用 过 程 中 都 应 注意 保 
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Al7.8 A CPS cDNA MAR RRAHADA. 
‘, EcoRI fe, 2. HindIII ey, 3. Pstl MM, HAHERA 0.8kb, 


SENSE. MMR ETE — 20°C 条 件 下 ,实验 中 除 保温 进行 酶 促 反 应 外 ， 应 在 O° DKK 
中 进行 。 反 复 的 冻 融 和 其 他 溶液 进 人 引起 的 污染 都 会 导致 酶 活性 的 损失 。 其 中 几 种 关键 
的 酶 制剂 及 其 保存 使 用 注意 事项 如 下 。 

(1) AMV 逆转 录 酶 。 运 输 和 贮存 严格 保持 低温 ,有 效 使 用 时 期 为 三 个 月 。 如 贮存 时 
间 较 长 应 在 使 用 前 测定 酶 活性 。 测 定 条 件 是 加 入 多 聚 r(A)- 寡 聚 dT) 作为 模板 ,cDNA 
合成 的 反应 系统 ，;5H dTTP mn 37°C 保温 30 分 钟 , 测 定 酸 不 溶性 成 分 cpm, Hit 
算 酶 活性 单位 。 

(2) 3 末端 脱氧 核 背 转移 酶 。 低 温 〈 一 20") 贮存 ,能 在 半年 或 更 长 时 间 内 保持 酶 活 
Heo 3 未 端 转移 反应 的 缓冲 液 成 分 对 保证 接 尾 挨 人 脱氧 核 背 的 数量 有 重要 作用 。 可 在 订 
购 酶 制剂 的 同时 订购 相应 缓冲 液 。 


二 、 作 为 cDNA 合成 模板 的 mRNA 


mRNA 的 纯度 及 分 子 的 完整 性 直接 影响 cDNA 合成 的 效率 和 cDNA 的 长 度 。 采 
用 任何 一 种 成 熟 的 分 离 纯化 方法 ， 只 要 操作 正确 都 可 得 到 用 于 cDNA 克隆 的 mRNA, 
在 进行 cDNA 克隆 操作 之 前 ,应 对 mRNA 制剂 进行 分 析 鉴 定 。 

1. mRNA 的 分 离 及 注意 事项 

用 于 分 离 mRNA 的 所 有 器 械 和 溶液 都 应 经 过 去 除 RNase 的 处 理 。 器 械 处 理 方 法 
Fe: 洗 液 沉 委 过 夜 ,冲洗 干净 ,高 压 蒸气 灭 菌 或 1803C 烘 烤 4 小 时 以 上 s 所 用 溶液 应 尽量 
高 压 消 毒 (不 能 采用 高 压 蒸气 消毒 的 生物 制剂 ,应 以 消毒 重 蒸 水 配制 )o MRNA 分 离 操作 
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中 动作 要 迅速 ,保持 低温 , 配 带 手套 。 
| 为 避免 RNase 的 降解 作用 ; 常 在 溶液 中 加 人 RNase 的 抑制 剂 , 如 RNasin, AM- 
核 彰 复合 物 等 。 RNasin 是 一 种 由 大 鼠 肝脏 或 人 胎盘 分 离 得 到 的 小 分 子 蛋白 质 ， 分 子 量 
为 40,000 左右 。 氧 矶 - 核 彰 复合 物 是 氧 矶 离子 和 四 种 核 背 酸 中 的 任意 一 种 结合 而 成 的 复 
合 物 ， 可 与 RNase 结合 以 抑制 其 活性 。 DA mRNA 中 还 可 采用 高 浓度 的 〈4mol/L) 
异 硫 氰 酸 县 或 其 他 县 盐 溶液 以 抑制 RNaseo 下 面 介 绍 一 种 用 异 硫 和 氰 酸 县 咨 液 分 离 mRNA 
的 方法 ,此 方法 操作 简单 、 能 迅速 获得 较 完 整 的 mRNA。 

Shae HAA: FL 100g 异 硫 氰 酸 县 ， 加 入 100ml BRK, 10.6ml 
7 了 1lmol/L Tris-HCl (pH7.6)、10.6ml 0.2mol/L EDTA， 室 温 搅 拌 过 夜 。 加 温 至 60 一 
.70*C10 分 钟 , 至 完全 溶解 ,或 5,000r/min 20% 离 心 10 分 钟 去 除 不 溶 物 。 加 入 21.2mi 20% 
的 Sarkosyl 和 2.1ml 68- 莹 基 乙 醇 , 并 加 和 人 重 蒸 水 到 最 终 体积 212 ml, 备用 。 取 10g 组 
织 或 10: 培养 细胞 加 和 人 异 硫 氰 酸 县 咨 液 10ml( 组 织 电 动 匀 浆 2 分 钟 ) ,升温 到 60°C ,并 在 
此 温度 下 用 18 号 针头 的 注射 器 反复 吸 推 ， Ei BR FE 加 入 10ml 60°C 的 饱 
和 酚 溶 液 ,旋转 振荡 3 分 钟 。 加 入 5ml 0.1mol/L NaAC (pH5.2), 10mmol/L Tris-HCl 

(pH7.4), Immol/L EDTA 和 10ml SX (h-32B (24:1), 60°C 振荡 15 分 钟 。 冰 浴 中 冷 

却 y5,000r/min 离心 10 分 钟 ,取出 上 清 液 , 用 酚 - 氧 仿 - 注 醇 425:24:1) 提取 两 次 ,加 人 2 
倍 体积 冷 乙 醇 , 沉 淀 过 夜 15,000r/min 离心 20 分 钟 ,去 除 乙 醇 ,沉淀 咨 于 .10ml 0.1mol/L 
Tris-HCl (pH7.4)、50mmol/ 工 NaCl, 10mmol/L EDTA, 0.2% SDS, 加 入 蛋白酶 开 
至 200xg/ml;,37sC 保 温 1 小 时 。 升 温 至 60*c ,加 入 5m160° 的 饱和 酚 咨 液 ,旋转 振 摇 ;加 
人 5ml A i- 32, 60°C 保温 10 分 钟 。 冰 浴 冷 却 ，5,000r/min 离心 10 eh, MER, 
酚 - 氧 仿 - 辛 醇 重复 提取 一 次 。 取 上 清 液 加 入 2 倍 体积 冷 乙醇 即 可 得 RNA 沉淀 。 一 般 
10g 组 织 或 10 培养 细胞 可 得 RNA Img, mRNA 的 分 离 可 采用 前 面 介 绍 的 寡 聚 胸腺 核 
昔 纤 维 素 柱 亲 合 层 析 法 。 

2. 特异 mRNA 的 富 集 
为 提高 某 种 特异 mRNA 在 总 mRNA (4% (A)-RNA) 中 的 含量 , 常常 需 经 过 富 
集 步 邓 。 除 了 上 述 的 通过 抗体 结合 多 聚 核糖 体 的 方法 外 ， 还 可 根据 特异 mRNA 的 特定 
沉降 系数 《8 值 ), 采 用 蔗糖 连续 密度 梯度 离心 分 离 的 方法 。 预 先 配制 15% 及 40 多 两 种 
蔗糖 次 液 ， 其 中 还 含有 lmmol/L EDTA、0.1mol/ 工 KKCI、0.01mol/L Tris-HCl (pH 
7.4) 和 RNasin lu/ml。 以 梯度 形成 器 制备 15—40% (W/V) 莽 糖 连续 密度 梯度 ,4sC 
静 置 4 小 时 以 扩散 均匀 。 梯 度 表 面 铺 加 RNA AR 0.2ml, 用 SW41 转 头 36,000 r/min 
离心 20 小 时 ,离心 管 底部 打 洞 ， 逐 滴 收 集 ，0.2ml 为 1 收集 组 分 。 离 心 时 以 :了 -rRNA 或 
不 标记 rRNA (238 + 16S+5S) 为 对 照 。 在 260nm 测定 各 收集 组 分 的 OD A, HK 
管 测定 cpm ROD, 同时 测定 各 组 分 芒 糖 浓度 (通过 折光 率 推算 )。 半 对 数 座 标 纸 同 时 标 
出 各 组 分 的 260nm 吸收 及 芒 糖 浓度 ， 根 据 对 照 rRNA AY S 值 选 取 所 需 $ 值 的 mRNAo 
此 方法 可 使 特异 mRNA 富 集 数 倍 至 数 十 倍 。 

3. mRNA 的 分 析 和 鉴定 

用 作 cDNA 合成 模板 的 mRNA 需 经 过 分 析 鉴定。 一般 采用 下 述 方法 。 

C1) 通过 聚 丙烯 酰胺 或 琼脂 糖 凝 立 电 泳 ,以 确定 其 纯度 、 分子 完 整 性 如 何 。 

(2) 用 体外 翻译 系统 ,确定 其 是 否 具 有 体外 指导 蛋白 质 合 成 的 能 力 。 
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(3) 进行 3 未 端 分 析 ,确定 多 聚 CA) 的 平均 长 度 。 
.高 质量 的 mRNA 制剂 应 具备 以 下 特征 ;纯度 高 ， 不 混 有 其 他 种 类 CRNA, AIDED 
译 中 模板 活性 高 ，3' 端 多 聚 (A) 平均 长 度 超过 100 MIRE 


= :; DNA 
=, x 体 N 


用 于 cDNA 克隆 的 载体 有 两 类 ， 质粒 DNA (an pUC, pBR322 等 ) 及 噬菌体 DNA 
(各 agt 10, Agtll 等 )。 根 据 重组 后 插入 的 cDNA 是 否 能 够 表达 ， 经 转录 和 翻译 合成 
蛋白 质 , 又 可 将 载体 分 为 表达 型 载体 及 非 表达 型 载体 。pUC 及 agri 即 为 表达 型 载体 ， 
而 pBR322 及 gt10 等 为 非 表 达 型 载体 。 表达 型 载体 DNA 的 cDNA 插 人 位置 的 上 
游 具 有 启动 基 因 顺 序 。 

cDNA 克隆 操作 中 应 根据 不 同 的 需要 选择 适当 的 载体 。cDNA 插 人 片段 不 太 长 (小 
于 10kb)， 可 选用 质粒 载体 ,如 天 于 10kb 则 应 以 噬菌体 DNA 为 载体 。 选 择 载体 DNA 
时 另 一 个 要 考虑 的 因素 是 ，pBR322 比 pPUC、1gt10 比 1gtll 更 容易 获得 具有 完整 序 
WAY cDNA 克隆 。 


四 、 器 械 的 消毒 处 理 


cDNA 合成 过 程 中 所 使 用 的 所 有 器 械 及 溶液 都 应 经 过 高 温 消毒 处 理 , 以 去 除 RNaseo。 
处 理 方 法 是 : 玻璃 器 械 应 洗 净 、 烤 干 ,浸泡 于 10% 硅油 的 氯仿 溶液 中 5 OS, Ae 
水 洗涤 多 次 , 180°C 烘 烤 过 夜 。 塑 料 器 械 及 溶液 应 湿热 蒸气 消毒 ,15 磅 压力 1 小 时 。 
另外 在 实验 操作 中 ,应 带 手套 ,并 防止 皮肤 直接 接触 器 械 。 


在 上 一 章 最 后 曾 介绍 近 一 年 的 聚合 酶 链 工 应 〈PCR) 方 法 的 新 进展 , 它 有 希望 取代 基 
因 文 这 的 工作 。 接 着 ,人 们 又 将 它 与 道 转录 方 法 结合 起 来 , 得 到 一 种 新 的 合成 cDNA 的 
方法 ， 即 逆转 录 - 聚 合 酶 链 反应 法 (RT-PCR 法 )。 该 方法 也 是 先 用 两 个 分 别 与 待 合 成 
cDNA 片段 两 端 互补 的 多 聚 核 苷 酸 链 为 引物 ， 以 全 RNA 为 模板 ， 经 逆转 录 首 先 得 到 
cDNA 第 一 条 链 , 然 后 再 用 PCR 方法 进行 扩 增 ,特异 地 合成 目的 cDNA 链 。 它 与 PCR 方 
法 一 样 ; 有 类 似 的 优 缺 点 , 即 可 以 部 分 代替 cDNA 文库 的 工作 ,但 又 不 能 完全 代替 CDNA 
文库 。 因 为 RT-PCR 方法 合成 的 cDNA 也 长 度 有 限 ， 故 也 有 待 进一步 完善 。 有 关 该 方 
法 的 文献 ， 请 参 芳 Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 85, 8998—9002, 1988, RT- 
PCR FRR AMAA Taq DNA 多 聚 酶 外 ， 还 必须 有 比较 好 的 AMV eR, A 
则 不 易 得 到 相应 的 特异 cDNA, 
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第 二 部 分 基因 表达 


第 八 章 ”基因 表达 与 几 种 表达 体系 


蔡 ” 良 现 


基因 表达 系 指 结构 基因 在 生物 体 中 的 转录 、 翻 译 以 及 所 有 加 工 过 程 。 在 原核 生物 中 
基因 表达 是 以 操纵 子 形式 进行 的 。 当 一 个 操纵 子 的 调节 基因 与 细胞 内 以 DNA 为 模板 
的 RNA FARCE RNA 聚合 酶 ) 作 用 时 ,此 操纵 子 的 蛋白 结构 基因 则 开始 转录 ,其 中 
有 意义 的 一 条 链 转 录 形 成 相应 的 mRNA。 生 成 的 mRNA 又 立即 进入 核糖 体 中 ,翻译 出 
相应 的 多 肽 或 蛋白 质 。 生 成 的 蛋白 质 都 具有 生物 活性 。 这 就 是 原核 生物 基因 表达 的 总 过 
程 。 在 有 细胞 的 生物 体 中 都 有 类 似 的 基因 表达 过 程 , 此 过 程 是 简单 还 是 复杂 ， 视 生物 体 的 
简 繁 而 定 。 原 核 生 物 细 胞 没有 核 膜 ,其 表达 的 基因 中 没有 插 人 序列 或 内 含 子 , 因此 表达 过 
程 中 的 转录 与 翻译 往往 同时 进行 , 即 转录 完毕 翻译 也 完成 , 随 着 mRNA 也 被 水 解 掉 o 真 
核 细胞 不 同 ,细胞 内 有 核 膜 , 转录 是 在 核 内 进行 ， 形 成 的 核 内 不 均一 RNA(ChnRNA)， 还 
需 加 工 , 如 去 掉 内 含 子 、 修 饰 \ 加 工 5 末端 与 3 末端 , 才能 形成 翻译 用 的 mRNA; mRNA 
又 只 能 在 胞 浆 中 进入 核糖 体 , 并 翻译 成 多 肽 或 蛋白 质 ;再 加 上 多 肽 或 蛋白 质 的 加 工 ， 如 形 
成 高 级 结构 、 糖 化 等 ,因此 整个 基因 表达 是 复杂 过 程 ， 这 是 原核 生物 与 真 核 细 胞 在 基因 表 
达 上 的 主要 区 剂 。 

生物 细胞 中 有 许多 可 供 表 达 的 基因 ,但 并 非 经 常 都 在 进行 表达 ,有 些 基因 在 某 种 情况 
下 或 某 种 细胞 中 甚至 根本 不 表达 ,可 见 基因 表达 是 受 调 节 与 控制 的 。 原 核 生物 基因 表达 的 
调控 比较 简单 ,但 对 多 细胞 生物 ,特别 是 高 等 动 植物 ， 基 因 表 达 的 调控 有 非常 严密 复杂 的 
机 制 , 称 为 多 级 调控 。 目 前 在 基因 工程 中 应 用 的 调控 手段 与 原理 都 是 在 细胞 内 的 ,及 在 基 
因 水 平 的 ， 不 包括 高 等 生物 的 整体 调控 。 目 前 的 基因 工程 生产 方式 也 都 是 在 单一 细胞 体 
系 中 完成 的 。 

基因 工程 中 基因 表达 的 研究 ,是 指 所 谓 外 源 基 因 在 某 一 种 细胞 中 的 表达 活动 , 即 前 切 
下 一个 外 源 基 因 片 段 ,拼接 到 另 一 基因 表达 体系 中 ,使 其 能 获得 既 有 原生 物 的 活性 又 是 高 
产 的 表达 产物 , 称 为 高 效 表 达 。 最 早 应 用 的 表达 体系 是 大 肠 杆 菌 , 即 把 欲 表达 的 任 一 结构 
基因 合理 地 拼接 在 大 肠 杆 戎 的 质粒 上 ， 转 化 到 适合 的 大 肠 杆菌 受 体 菌 中 ， 使 拼接 的 基因 
获得 表达 。 近 年 来 为 了 适应 大 部 分 真 核 基因 不 适用 原核 细胞 生产 表达 产物 的 特点 ， 又 发 
展 了 真 核 细胞 基因 表达 体系 ,如 酵母 与 哺乳 动物 细胞 体系 ,此 三 种 基因 表达 体系 已 成 为 当 
前 基因 工程 工业 性 生产 的 核心 ,由 此 也 带动 了 这 三 大 基因 表达 体系 的 研究 。 

为 了 满足 各 基因 表达 体系 的 工业 生产 需要 ， 最 重要 的 是 必须 研究 这 三 类 细胞 的 基因 
表达 特点 \ 基 因 表 达 调 控 的 一 般 规律 以 及 欲 表达 的 基因 的 结构 、 特 点 及 其 在 原 存 在 细胞 中 
的 表达 过 程 等 。 在 具备 这 些 必 要 知识 后 ,基因 的 剪 切 、 重 组 才能 合理 ， 也 才能 使 欲 表 达 基 
凡 在 新 宿主 细胞 中 获得 有 生物 活性 的 表达 产物 。 
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分 子 克隆 技术 是 基因 表达 研究 中 极 重要 的 部 分 ,所 有 基因 表达 的 实践 都 需 分 子 克 隆 
技术 ,表达 理论 也 已 应 用 于 组 建新 表达 质粒 中 。 本 章 将 从 介绍 简单 基因 表达 理论 开始 , 然 
后 叙述 表达 调控 的 重要 性 与 调控 内 容 , 并 简单 介绍 这 些 理论 在 基因 工程 分 子 克隆 技术 上 . 
的 应 用 。 
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大 肠 杆 菌 中 的 乳糖 操纵 子 和 色 氮 酸 操 纵 子 是 研究 得 最 清楚 的 基因 表达 体系 ， 而 且 它 
们 的 表达 理论 与 转录 的 重要 元 件 都 已 应 用 到 基因 工程 中 。 本 节 将 以 这 两 个 操纵 子 的 特点 
为 例 , 介 绍 基因 表达 的 原理 。 真 核 生物 的 基因 表达 原理 也 将 作 简 单 叙 述 。 


一 、 乳 糖 和 色 氨 酸 操纵 子 的 特点 及 其 转录 翻译 元 件 


乳糖 (lac) 操纵 子 是 大 肠 杆菌 分 解 和 利用 糖 代谢 的 一 个 操纵 子 ， 可 作为 各 种 分 解 代 
谢 酶 的 基因 表达 的 一 个 代表 。 在 大 肠 杆菌 利用 乳糖 为 碳 源 时 ,此 操纵 子 即 增强 活动 ,产生 : 
有 助 于 利用 乳糖 的 一 些 酶 。 此 操纵 子 中 有 三 个 酶 蛋白 基因 , 即 8 KIL. BERGER 
于 乳糖 等 一 些 双 糖 ) 和 斑 基 半 乳 糖 转 乙酰 酶 。 整 个 操纵 子 有 6,500 bp, 这 三 种 酶 蛋白 结 
构 基因 (编码 基因 ) 约 占 5,000bp, 属于 调节 控制 基因 表达 的 部 分 基因 只 有 1,200bp， 在 此 . 
调控 部 分 中 还 包括 一 个 阻 遇 蛋白 的 编码 基因 , 占 1,080bp。 此 阻 遏 蛋白 实质 上 只 作用 于 乳 . 
糖 操纵 子 ,起 调控 作用 。 真 正 作为 调控 的 基因 只 有 112bp, 包括 一 个 P 区 和 一 个 DO 区 ， 如 : 
图 ;8.1 所 示 。 

从 图 8.1 中 可 以 看 到 三 个 酶 蛋白 结构 基因 ,简称 为 Z.Y 和 人 A。lacl 为 咀 遇 蛋白 ,在 调 
控 基 因 部 位 的 lacP 4 84bp,lacO 约 28bp, 它们 是 乳糖 操纵 子 的 启动 基因 (或 称 启动 子 ) 
和 操纵 基因 。 整 个 操纵 子 中 的 三 个 酶 蛋白 基因 是 否 表达 , 受 乙 基因 前 的 调控 部 分 lacl、 
lacP 和 lacO 所 控制 。 转录 时 生成 的 mRNA 是 一 个 整体 ,进一步 翻译 时 将 产生 三 种 上 . 
REA 

任何 一 个 操纵 子 的 基因 转录 都 是 由 RNA 聚合 酶 作用 于 启动 子 的 部 分 开始 的 。 此 
RNA 聚合 酶 是 大 肠 杆菌 中 唯一 的 转录 酶 ,对 任何 一 个 启动 子 作用 都 是 一 样 的 , 但 各 操纵 
子 转录 的 速率 则 不 相同 。 一 个 操纵 子 的 基因 转录 速率 的 高 低 实 际 上 取决 于 启动 子 的 结 
构 。 现 在 已 知 原核 生物 操纵 子 中 的 启动 子 都 是 类 似 结 构 , 即 都 带 有 两 个 能 与 RNA 聚合 
酶 结合 的 核 背 酸 序列 区 ,如 图 8.2 中 所 示 , 一 个 在 一 35 左右 , 另 一 个 在 一 10 左右 。 编 号 1 
为 转录 的 起 始点 ,其 上 游 即 5 末端 为 负数 ， 一 35 与 一 10 区 都 是 RNA 聚合 酶 的 结合 点 
它们 附近 的 核 背 酸 序列 大 同 小 异 ,被 称 为 是 一 种 有 同感 作用 的 序列 (consensus sequence )o. 
不 过 一 35 与 一 10 区 的 作用 略 有 不 同 , 一 般 认为 前 者 是 开始 结合 区 ,后 者 则 不 仅 结合 而 且 . 
可 使 基因 DNA 的 两 链 分 开 ,起 动 转录 反应 。 经 过 几 年 的 研究 ,目前 已 知 一 个 启动 子 的 强 . 
弱 以 及 所 起 动 的 转录 速率 的 高 低 , 除 了 决定 于 这 两 个 区 的 核 苷 酸 序列 外 ,还 与 两 区 之 间 的 
距离 有 关 。 由 于 一 10 区 的 结构 特点 首先 是 由 Pinbnow D. 发 现 并 加 以 比较 、 确 定 的 , 故 
又 称 为 Pinbnow 框架 (Pinbnow box)o 关于 转录 过 程 在 此 不 多 叙述 。 

色 氮 酸 操纵 子 是 大 肠 杆菌 中 利用 氮 源 合成 氨基 酸 有 关 基 因 表 达 的 一 个 代表 ， 此 操纵 
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8.1 乳糖 操纵 子 < 


子 中 有 5 个 与 合成 色 氨 酸 有 关 的 酶 蛋白 基因 ,全 长 约 有 7,200bp， 其 中 5 个 结构 基因 约 占 
7,000b5， 其 他 为 调控 用 基因 。 此 操纵 子 中 还 应 包括 一 个 阻 遇 蛋 白 基因 , 但 因 这 个 基因 不 
直接 连 在 此 操纵 子 任 一 侧 , 故 未 计算 在 内 ;整个 操纵 子 的 简 图 如 图 8.3 所 示 。 
”图 中 标 有 5 种 酶 的 名 称 和 作用 点 , 5 种 酶 的 简称 为 E、.D、C、B 和 A。 色 氮 酸 操纵 子 
的 阻 遏 蛋白 基因 简称 为 trpR， 其 他 调控 基因 有 trpPi、trpO 与 trpP， 还 有 一 个 trpLo 
由 于 trpP， 的 作用 很 弱 ， 只 有 trpP, 的 3 多 ,实际 上 此 操纵 子 的 基因 表达 是 受 末端 的 
trpP (BN trpPi) 和 trpO 等 控制 。trpP、O 控 制 区 与 lac 的 大 体 相 似 ， 在 trpP 区 中 也 
有 与 RNA BAHAY 一 35 区 和 一 10 区 同感 序列 ,从 这 两 个 操纵 子 的 转录 速率 比较 ，trpP 
明显 强 于 lacP。 也 有 人 曾 将 大 肠 杆菌 用 紫外 线 处 理 , 得 到 了 一 个 突变 株 UV5 型 ， 此 株 
的 lacP 强 于 野生 型 。 从 此 变异 株 的 lacP 分 析 中 得 知 ,其 一 35 区 未 变异 , 但 一 10 RK 
背 酸 序列 已 有 改变 。 现在 公认 的 一 35 区 与 一 10 区 中 出 现 最 多 也 是 最 适 的 核 昔 酸 序列 
A: 
5 TITGACA…3- 5 TATAATR…3 . 
一 35 一 10 

任何 一 个 基因 转录 并 不 是 全 部 mRNA 都 翻译 成 蛋白 质 或 多 肽 。 mRNA 形成 后 可 
看 出 从 转录 起 始 至 翻译 密码 出 现 ， 有 大 约 十 几 个 核 昔 酸 不 等 的 序列 是 不 翻译 的 ， 但 这 段 
序列 是 翻译 所 必需 , 即 它 是 mRNA 能 否 进 入 核糖 体 的 关键 。 通 过 序列 分 析 已 发 现 ,一 般 
在 翻译 起 始 密码 前 10 个 左右 的 核 昔 酸 处 有 一 段 序列 恰 与 大 肠 杆 菌 中 核 蛋白 体 中 的 小 亚 
单位 16S rRNA 次 端的 序列 有 互补 关系 ,mRNA 能 否 进入 核 蛋 白 体 就 靠 这 一 序列 的 作 
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用 。 这 自序 列 是 由 Shine G. 5 Dalgarno L. 发 现 的 ,故常 称 Shine-Dalgarno 序列 ,或 
简称 SD 序列 。SD 序列 虽然 是 mRNA 分 子 中 的 一 个 序列 , 但 它 仍 是 由 DNA 上 转录 
而 来 ,通常 是 以 RNA 序列 表示 。 在 不 同 基 因 中 这 一 序列 昌都 存在 , 但 不 完全 相似 , 只 4 是 
一 段 大 致 相似 而 作用 相同 的 同感 序列 ,其 最 多 出 现 的 序列 为 : 

mRNA 


要 -+aGGaccGcuxxx| auc] 


Ho th 
3 HO AUUCCUCCACUA G----- 


16S rRNA 〔3“ 未 端 ) 


SD 序列 对 基因 的 转录 似 无 关 , 但 对 翻译 十 分 重要 , 翻译 是 否 顺利 与 这 段 序列 及 其 与 
起 始 密码 的 距离 者 有关。 任何 一 个 基因 都 有 它 特 异 的 SD 序列 。 在 生物 体内 各 SD 序 
列 虽 不 相同 ,但 在 保持 生物 体 的 统一 性 上 则 有 协调 作用 ,这 一 点 与 每 个 启动 子 之 间 的 差别 
有 类 似 的 作用 as 在 基因 工程 中 ,和 欲 达到 使 一 个 外 源 基因 表达 获得 高 产 , 研 究 这 些 同感 序列 
就 十 分 重要 。 有 人 把 这 些 同感 序列 , 即 P 区 的 一 35 与 一 10 处 的 序列 以 及 SD 序列 特点 
的 研究 ;统称 为 基因 表达 单元 的 研究 。 对 它 不 但 简单 加 以 利用 ,而 且 可 改造 后 利用 ， 以 提 
高 基因 表达 的 速率 。 ， 


=, lac 与 trp 操纵 子 的 基因 表达 调节 


生物 细胞 中 所 有 的 基因 表达 都 受 一 定 的 调节 控制 ,只 有 极 少 数组 成 型 的 不 受 控制 ,但 
这 类 基因 表达 的 速率 通常 是 比较 缓慢 的 。 调 节 控 制 有 两 方面 ,一 是 减 慢 转录 速率 至 很 低 ， 
称 为 负 调 节 或 阻 遏 作用 ; 另 一 方面 是 加 速 转录 , 即 正 调节 。 对 于 一 些 有 强 启动 子 的 基因 表 
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K ,调节 控制 尤其 重要 ,这 是 任 一 细胞 保持 正常 生长 的 必要 条 件 。lac 与 trp 操纵 子 的 基 
因 表 达 缘 受 一 定 的 调节 控制 ,但 两 者 的 调节 控制 基因 与 机 制 不 完全 相同 ,它们 代表 了 最 简 
单 的 两 类 调控 机 制 。 


(—) lac 与 trp 操纵 子 的 调控 基因 与 作用 物 


lac 5 trp 操纵 子 都 属于 经 常 处 在 负 控 制 或 抑制 状态 下 的 操纵 子 ， 即 当 大 肠 杆 菌 没 
有 利用 乳糖 类 物质 ,或 在 色 氮 酸 含量 充足 的 情况 下 , lac 与 trp 操纵 子 很 少 活动 。 这 种 负 控 ， 
制 在 lac 操纵 子 中 是 由 lacO, 即 O 区 与 ]acI 基因 表达 产物 阻 遏 蛋白 结合 而 实现 的 ,在 trp 
操纵 子 中 则 是 由 trpO 区 与 trpR 表达 产物 经 作用 而 产生 的 , 不 过 trpL 也 有 相当 重要 的 
作用 。 与 此 相反 ,一旦 lac 与 trp 操纵 子 基 因 表 达 开 始 , 又 会 出 现 新 的 正 调节 , 即 增强 转录 
水 平 的 调节 。 在 图 8.2 中 1lac 操纵 子 的 lacP 区 5 未 端 处 , 亦 即 在 lacl 基因 后 有 一 段 序 列 
可 与 cAMP-CAP 受 体 结 合 , 一 旦 结合 就 可 出 现 这 类 正 调节 ， 使 表达 产物 成 倍增 加 。trp 
操纵 子 则 稍 有 不 同 , 它 不 是 通过 以 上 的 作用 ,而 是 通过 减少 色 氮 酸 水 平 ， 改 变 trpL 转录 
出 的 mRNA 构 型 而 加 强 转录 速率 的 。 
因此 , 正 负 调 节 的 实现 需 有 以 下 基因 及 作用 物 : 
负 控 制 Cac) lacO 基因 lacl 基因 表达 产物 
(rp) pO 基因 .xpPR 基因 表达 产物 十 辅 因 子 
正 调 节 Cac) cAMP 及 其 受 体 
去 阻 遏 调节 (trp) 减少 环境 中 色 氮 酸 含量 


(=) lac 操纵 子 的 去 阻 明 和 正 调 节 


lacO 是 此 操纵 子 的 操纵 基因 ， 它 的 核 苷 酸 序列 见 图 8.2。 若 以 11 核 昔 酸 部 位 为 中 
心 ， 其 两 侧 的 核 苷 酸 是 处 于 旋转 对 称 状态 。 说 明 lacO 区 是 个 容易 改变 构象 的 区 域 ， 即 
可 由 直线 形 双 链 变 为 链 内 互补 的 十 字 架 结构 。 一 般 认 为 这 种 结构 容易 与 某 特异 蛋白 结合 ， 
即 lacO 易 与 lacl 产生 的 阻 遏 蛋白 结合 ， 结 合 后 影响 了 RNA 聚合 酶 从 lacP 区 向 3 未 : 
端 滑动 ,因此 减缓 转录 反应 至 最 低 值 。 如 遇 适 当 的 诱导 物 ,加 乳糖 或 目前 常用 的 异 丙 基 莹 
基 半 乳糖 苷 (IPTG)， 则 可 改变 阻 过 蛋白 的 构 型 , 使 其 不 能 与 lacO 区 结合 ， 此 时 RNA 
聚合 酶 则 可 通过 ,转录 速率 开始 增加 ,这 种 调控 为 去 阻 遏 。 去 阻 遏 反应 在 基因 工程 中 是 经 
常 应 用 的 一 种 方法 ，lacZ 表达 生成 的 5 半 乳 糖苷 酶 可 应 用 于 某 些 显 色 反 应 ,用 于 筛选 重 
组 菌株 。 

去 阻 遏 虽 能 增加 转录 速率 ,但 并 非 达 到 最 高 ( 比 抑制 状态 的 速率 增强 约 1.000 倍 疙 此 
时 半 乳 糖苷 酶 产 明 可 达 细 菌 蛋 白 的 2% 左右 。 如 果 有 适量 的 cAMP RESHMA, 
或 该 菌 能 生成 足够 的 cAMP 及 其 受 体 ，p 半 乳 糖苷 酶 的 产量 ,还 可 再 增加 2.5 倍 。 因 此 
cAMP 及 其 受 体 是 lac 操纵 子 的 强 有 力 正 调节 作用 物 。 


(=) trp 操纵 子 的 去 阻 遏 与 色 氨 酸 调节 


色 氨 酸 操 纵 子 经 前 处 于 负 控 制 状 态 下 ，trpR 是 其 阻 遇 蛋白 基因 ， 此 蛋白 与 trp 结合 
后 能 与 trpPO 区 相 结合 。trpO 区 也 有 一 旋转 对 称 的 核 苷 酸 序列 , 故 与 lacO 类 似 ,能 通 
过 变 构 形成 十 字 架 构 型 与 trpR 的 产物 结合 ， 影 响 RNA RAB REST trpE, D\C\B\A 
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“利用 加 trpR 的 操纵 子 ,而 是 利用 带 有 trpR LAKERS 


Kh). 在 tpP SOW, 首先 有 一 段 trpL FW, CARTER 


一 个 转录 终 正 的 特有 序列 ， 即 像 一 个 转录 终止 子 〈transcriptional 


。 部分 翻译 出 14 肤 并 能 阻止 90 多 的 RNA 链 继 续 延 长 而 到 此 处 余 


. 起 始 密码 的 特点 \ 转 录 终 止 子 与 翻译 终止 子 的 正确 应 用 等 ,在 提高 


“ 酶 基因 的 转录 。 不 过 阻 遏 作 用 不 是 通过 诱导 物 ,通常 采用 以 下 两 种 方式 ,一 是 遗传 性 去 阻 


38, RUBS trpR 变 为 trpR-; HEME, 因为 
trpR 基因 不 与 trp 操纵 子 直接 相连 ， 故 在 基因 工程 中 常常 不 是 


se 


trp 操纵 子 的 正 调节 实际 上 也 是 一 种 去 阻 歇 作用， 因此 也 属 
于 负 调 节 的 部 分 〈 在 许多 合成 氨基 酸 的 操纵 子 中 都 有 类 似 调节 形 


转录 终止 区 
(AATAAA--TTTT) 


TAA 


纵 子 的 生成 酶 基因 ， 但 它 可 以 转录 成 为 前 导 序 列 。 此 序列 中 带 有 


terminotor), 简称 为 trp a( 弱 化 基因 ，attenuation)。 此 trpL 8 
含 140 + BAR, 只 转录 而 不 翻译 。 当 遇 到 大 量 色 氮 酸 出 现时 ,能 


止 。 故 只 有 在 色 氢 酸 量 减少 后 ， 这 段 类 似 转录 终止 子 的 弱化 基因 
才 改 变 构 型 ,使 所 有 转录 出 的 RNA 链 延 长 自 trpE 到 trpAo 
前 面 已 经 提 到 ，trpP, 的 作用 只 有 trpP, (Bl trpP) 43%, 
因为 没有 trpP. 前 的 trpE 与 trpD 基因 表达 ; 尽管 有 足够 量 的 
3rpC、B、A 基 因 表 达 , 所 生成 的 酶 蛋白 还 是 不 能 进行 色 氨 酸 合成 。 
trpR 产物 的 阻 遇 作用 不 影响 trpP。 处 的 转录 速率 ， 只 影响 trpP 
区 转录 速率 。 当 应 用 去 阻 歇 方法 ,去掉 trp，trpR 表达 产物 的 作 
用 ， 一 般 可 提高 转录 效率 70 倍 ,如 再 用 低 色 氮 酸 含量 改变 弱化 基 
因 的 作用 ,还 可 提高 转录 效率 10 倍 , 总 计 为 700 倍 。trpP 是 个 比 
较 强 的 启动 子 ， 在 基因 工程 原核 体系 的 基因 表达 中 常 被 利用 ， 故 
以 上 的 调控 机 制 与 方法 也 同时 被 应 用 。 人 工 组 建 启动 子 如 trp-lac 
启动 子 ( 即 tac 启动 子 ), 其 调控 部 分 用 的 是 :lac 操纵 子 中 的 正 负 
调节 机 制 。 有 关 人 工 强 启动 子 的 组 建 将 在 后 面 叙述 。 现 已 证 明 ， 


PRA nag 


WBF A 
。 非 编码 区 


图 8.4 应 用 RNA 聚合 酶 下 转录 的 某 些 基因 的 结构 与 调节 部 位 简 图 。 


CAAT 4 TATA 


基因 表达 速率 上 是 很 重要 的 。 


Liki TE 


三 、 真 核 细胞 中 的 基因 表达 与 多 级 调控 


Lae, 


真 核 细 胞 远 比 大 肠 杆 菌 复杂 ,所 含 基因 很 多 ,其 表达 与 调控 特 
点 目前 了 解 还 不 像 原 核 的 清楚 。 在 基因 工程 中 常用 的 表达 体系 如 酵母 与 哺乳 细胞 ， 是 当 
前 了 解 得 比较 清楚 的 。 在 真 苇 细胞 中 一 般 都 有 三 种 RNA 聚合 酶 ,在 基因 工程 应 用 上 主要 
是 研究 RNA BAM 英 ， 它 能 转录 出 各 种 hnRNA。 从 核 内 不 匀 一 的 RNA 到 mRNA 
有 个 加 工 过 程 ,以 后 还 有 一 系列 翻译 与 翻译 后 加 工 等 修饰 蛋白 的 过 程 ， 以 及 糖化 、 蛋 白 高 
级 结构 的 形成 等 。 目 前 研究 的 重点 也 仍 在 基因 水 平 的 转录 与 转录 调控 。 

真 核 细 苞 中 的 基因 表达 单元 不 是 由 几 个 有 关 功 能 的 蛋 白 组 成 一 个 操纵 子 ， 而 是 一 个 
蛋白 质 ,或 以 蛋白 质 中 的 一 个 多 肽 为 单位 ,其 复杂 性 首先 表现 在 几乎 任何 一 种 蛋白 质 或 多 
讨 结 构 基 因 中 都 含有 大 小 不 等 的 内 含 子 , 因 此 转录 出 的 boRNA 都 沙 铵 大 。 通常 把 这 种 
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转录 出 来 的 hnRNA 叫做 转录 本 (transcript)o 它 包括 类 似 于 大 肠 杆菌 操纵 子 的 结构 ;有 于 
端的 转录 调节 控制 区 ,整个 多 肽 的 结构 基因 与 内 含 子 , 还 需 加 上 土 3 端 部 分 序列 ,如 图 8.4, 

5 端 又 被 称 为 该 基因 的 上 游 ，3 端 则 为 下 游 ， 真 核 细胞 的 基因 转录 调控 主要 与 上 游 
关系 密切 ，3 端 也 有 影响 。 一 般 多 肽 结构 基因 前 也 有 相应 的 启动 子 ,启动 子 的 核 昔 酸 序 
列 比较 长 ,但 不 像 原 核 中 的 启动 子 其 长 短 已 很 清楚 。 在 转录 起 始点 前 的 一 30 区 左右 是 一 
个 RNA 聚合 酶 结合 区 , 其 中 有 TATA 序列 ， 故 又 叫 TATA 框架 ， 在 其 上 游 一 70 至 
一 80 处 还 有 一 个 结合 区 叫 CAAT 框架 。 此 两 结合 区 的 序列 特点 不 十 分 一 致 ， 甚 至 有 些 
很 不 相似 。 近 年 来 又 发 现 上 游 还 有 影响 转录 速率 的 序列 , 尚 无 绕 一 的 名 称 , 一 般 在 一 100 至 
一 1000 核 背 酸 处 ， 因 此 在 基因 工程 利用 真 核 启动 子 时 往往 需要 剪 切 出 相当 长 的 序列 ,以 
免 影 响 转录 速率 在 上 游 与 下 游 远 端 对 基因 表达 有 影响 的 序列 中 ,已 发 现 有 增强 子 (enha- 
neer) 及 上 游 活 化 序列 (upstream activation sequences, UAS), 三 者 的 作用 类 似 但 又 
有 差别 ， 增 强 了 序列 不 论 放 在 上 游 或 下 游 ， 顺 向 或 反 向 都 有 增强 转录 速率 的 作用 ，UAS 
序列 则 只 在 上 游 有 作用 。 至 于 它们 是 怎样 起 增强 活化 作用 的 ,目前 还 不 十 分 清楚 。 


第 二 节 ， 常 用 的 基因 表达 质粒 


应 用 上 一 节 的 基因 表达 理论 与 采用 转录 所 需要 的 主要 元 件 ， 组 建 一 些 应 用 于 基因 于 
程 技术 与 生产 的 表达 用 质粒 还 在 不 断 增多 ， 有 些 已 成 为 商品 出 售 。 本 节 将 介绍 元 个 大 肠 
杆菌 体系 中 表达 质粒 的 特点 与 应 用 。 可 以 看 到 ,在 组 建 一 个 表达 质粒 时 ,不 仅 需要 组 建 相 
应 启动 子 的 核 苷 酸 序列 ,还 必须 保留 转录 成 mRNA 时 的 SD 序列 ,以 使 转录 后 能 顺利 翻 
译 ， 还 必须 有 表达 的 全 部 元 件 , 调 控 基 因 也 最 好 完整 ,当然 也 可 以 利用 其 他 方法 保持 其 完 
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一 、lac 启动 子 的 应 用 


lac 启动 子 的 应 用 十 分 广泛 ,已 成 为 基因 工程 常用 的 一 种 组 建 质粒 , 其 他 载体 如 1 鸣 
菌 中 筛选 用 的 启动 子 。 它 有 以 下 几 个 优点 ,在 lac 操纵 子 中 lacZ 的 表达 产物 8 半 乳 糖 车 
酶 可 作用 于 某 些 显 色 剂 , 产 生 颜 色 反应 ,容易 识别 ， 可 应 用 于 筛选 菌落 或 哦 菌 斑 。 二 是 & 
半 乳 糖 背 酶 的 生成 还 可 用 其 他 分 析 方 法 鉴定 , 故 可 帮助 了 解 表达 产物 量 的 多 少 * 特 别 是 用 
于 融合 蛋白 的 生成 。 有 关 融 合 蛋白 将 在 下 一 节 介 绍 。 

在 本 书 上 册 末 端 终止 法 一 章 中 曾 介 绍 了 M13 喉 菌 体 应 用 于 测定 核 苷 酸 序 列 。M13 鸣 
菌 体 的 衍生 物 ,一 系列 mpl 一 19 都 带 有 lac 操纵 子 的 部 分 ,只 是 没有 lacY 与 lacA。 另 外 
一 些 常用 质粒 如 PUR222 也 有 以 上 部 分 lac 操纵 子 基 因 , 不 过 1lac2 基因 大 多 很 短 , 有 的 
只 有 N 端 少数 氨基 酸 编码 部 分 。 其 他 含 lac 操纵 子 的 载体 还 很 多 ,它们 的 差别 在 于 lacZ 
基因 的 长 短 和 是 否 完整 。 lacZ 基因 不 论 长 短 或 是 否 完整 皆 可 生成 相应 的 酶 并 能 够 作用 
于 显 色 剂 ,其 原因 是 利用 了 受 体 菌 中 lac 操纵 子 与 它 的 互补 作用 这 样 当 运用 有 lac 操纵 
子 组 建 的 质粒 或 其 他 载体 时 都 需 注意 同时 应 用 适合 的 受 体 菌 , 否 则 将 不 能 达到 目的 。 现 以 
pUR222 与 PUC 系列 质粒 为 例 来 说 明 lac 启动 子 质粒 的 应 用 。 此 二 质粒 的 结构 见 图 8.55 

pUR222 与 PUC 系列 质粒 来 自 pBR322 质粒 ， 有 pBR322 的 Ap’ 基因 与 复制 起 
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点 部 分 ,都 是 多 拷贝 的 。 所 插 和 人 的 lac 启动 子 与 lacZ 部 分 基因 是 来 自 M13mp 类 噬菌体 
衍生 物 的 DNA, pUR222 是 利用 M13mp2 Pstl 片段 中 的 lacP-lacO-lacZ， 以 后 又 加 入 
了 Mi3mp7 WS REF pUC 系列 质粒 则 直接 利用 M13mp 系列 噬菌体 衍生 物 DNA。 
因此 所 得 到 的 pUC 系列 质粒 的 特点 与 一 些 Mi3mp 系列 DNA 结构 有 相应 关系 ， 如 
pUC-.18 的 lacZ 部 分 序列 就 与 Ml3mp 18 完全 一 致 。 这 两 种 质粒 都 保持 了 原来 M13mp 
系列 中 多 聚 连接 子 的 特点 ; 故 适 用 于 不 同 酶 切 下 来 的 基因 插 在 lacZ 基因 的 产物 的 N 来 
端 。 如 果 插 人 的 基因 小 于 50 个 核 昔 酸 ,而 在 连接 上 又 符合 原来 lacZ 基因 的 框架 关系 , 则 
 pUR222 或 pUC 系列 质粒 都 能 保持 原 8 半 乳 糖 音 酶 产生 后 作用 于 显 色 剂 的 颜色 反应 [如 
用 IPTG 诱导 加 X-Gal 显 色 则 为 蓝 色 ,如 用 麦 康凯 (MacConkey) 培养 基 , 因 其 中 有 中 
性 红 与 结晶 紫 故 产生 粉红 色 ]。 其 中 的 多 聚 连接 子 已 经 计算 过 编码 框架 关系 。 只 是 当 加 
人 100 以 上 核 背 酸 时 因 片 段 过 长 不 论 框 架 是 否 正确 ,都 会 影响 此 酶 的 显 色 反应 ,如 生成 大 
量 8 半 乳 糖苷 酶 ,用 定量 分 析 法 还 可 测 出 此 酶 的 产量 。 

利用 pUR 222 与 pUC 系列 质粒 中 的 lac 操纵 子 等 部 分 序列 一 般 可 完成 以 下 三 个 
方面 工作 ， 一 是 用 于 香 选 插 和 人 外 源 基因 。 二 是 可 用 来 测定 插 人 外 源 基 因 的 核 苷 酸 序 列 。 
在 分 析 中 既 可 以 用 末端 终止 法 又 可 用 化 学 测序 法 。 三 是 用 于 外 源 基因 的 表达 。1lacP 的 启 
动 速率 不 很 高 ,但 可 经 诱导 来 加 强 ， 又 可 以 与 lacZ 基因 连接 在 一 起 ， 形 成 外 源 蛋白 与 
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ne 8.5a pUR222 结构 图 。 
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8.5b pUC8 与 9 的 结构 图 。 


” 毕 乳 糖 苷 酶 的 融合 蛋白 ,以 保持 获得 的 外 源 蛋 白 的 稳定 。 


=. tp 启动 子 与 人 工 合成 tac 启动 子 的 应 用 


trp 启动 子 是 大 肠 杆 菌 体系 中 的 一 个 强 启动 子 。tac 启动 子 则 是 人 工 合成 的 ,由 核 昔 
酸 序列 中 trp 启动 子 的 一 35 区 部 分 与 lac 启动 子 的 一 10 区 的 部 分 组 建 而 成 , 它 的 作用 
比 trp 或 lacUV5 都 强 。 目 前 有 商品 出 售 的 相应 质粒 有 pDR720〈 带 有 tp 启动 子 ) 及 
PpDR540〈 带 有 tac 启动 子 ), 它 们 都 是 利用 PK0 一 1 重新 组 建 而 成 , 见 图 8.6。 

pKO—1 也 是 由 pBR322 而 来 , CA pBR322 的 复制 起 点 和 氮 基 下 青霉素 抗 性 基 
A ,没有 四 环 素 抗 性 基因 。 在 相应 部 位 插 有 一 个 半 乳 糖 激酶 基因 〈GalK)， 此 基因 的 表达 
产物 可 用 简单 的 酶 法 测定 。 当 有 外 源 基因 表达 时 ， 可 用 此 酶 的 生成 量 多 少 来 推算 表达 水 
平 ;同时 ,在 此 基因 前 加 上 不 同 的 启动 子 , 也 可 用 此 酶 的 生成 量 推算 出 加 上 的 启动 的 强 弱 。 
pDR700 与 PDR 540 中 的 启动 子 虽 有 不 同 , 但 在 GalK 基因 前 却 有 一 Sma-l 限制 性 内 
切 酶 位 点 ， 从 此 处 可 连接 上 不 同 启动 子 。 在 组 建 好 的 pDR700 和 pDR540 中 ，trp 或 
tac 启动 子 后 各 有 一 多 酶 切 点 和 一 个 单一 酶 切 点 BamH1。 从 此 处 可 插 人 外 源 基因 ,只 要 
连接 时 框架 正确 , 便 可 使 外 产 基 因 表 达 。 

trp 与 tac 都 是 强 启动 子 , 在 组 建 时 应 注意 其 负 调 节 控 制 。 一 个 强 启动 子 如 平时 没 
有 负 调 节 因 子 来 控制 其 作用 , 则 组 建 好 的 重组 质粒 往往 不 稳定 ， 影 啊 质 粒 的 复制 作用 ,其 
至 逐渐 消失 。 前 面 已 讲 过 ， 在 trp 操纵 子 上 并 没有 直接 相连 的 trpR 基因 ,在 组 建 和 应 用 
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pDR700 时 ,是 利用 宿主 受 体 菌 C600, galK~ trpR* ABH. SHH ATMA 3 一 
8- 卫 | 唆 丙 烯 酸 (IAA) 作为 诱导 剂 , 来 代替 色 氨 酸 。tac 启动 子 是 人 工 合成 的 : 其 序列 中 
BA trp 启动 子 ;' 又 有 lac 启动 子 , 其 负 调节 仍 是 用 lac 操纵 子 的 lacl 系统 ,所 以 由 lac 
组 建 的 质粒 都 应 用 有 lac 启动 子 质粒 所 需 的 宿主 菌 ,去 抑制 的 诱导 物 则 用 IPTG. 

pDR540 中 的 tac 启动 子 虽 是 人 工 合成 的 , 但 并 不 是 直接 用 核 昔 酸 酶 促 人 工 合成 ,而 
是 从 某 些 质粒 上 剪 切 下 来 ,又 重组 形成 的 。 下 图 说 明 tac 启动 子 的 特点 (图 8:7)。 


-55 -50 -40 -30 -20 ) -10 -1+1 
启动 子 -35 与 -10 
区 


lac UV5 oo CTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTC CGGCTCGTATAAT STGTGGAATTGTGA 
trp: 17 CTTACTCCCCATCCCCCTGTTGAC ATTAATCAT CGAACTAGITTAAC AGTACRCAGGGECA 
trp-lacitac) 16 CTTACTCCCCATCCCCCTGITTGACAATTAATCAT CGGCTCGTATAA GTGTGGAATTGTGA 


图 8.7 lacUVS trp 及 tac 启动 子 部 分 序列 。 


图 上 的 trp 启动 子 片 段 是 从 质粒 pDR33 中 前 切 来 的 ， 在 up 启动 子 的 —35 X5—10 
区 之 间 有 一 个 Taq! BY Ho lacUVS 是 野生 型 大 肠 杆 菌 用 紫外 线 诱 变 得 来 ,其 中 
lac 启动 子 核 背 酸 发 生 了 突变 ， 一 10 区 中 的 同感 序列 由 TATGTTG 变 为 TATAATG, 
后 者 正 是 此 区 同感 序 肇 中 最 好 的 和 出 现 最 多 的 一 个 。 在 lac 启动 子 一 355 区 与 一 10 区 


之 间 有 一 个 Pvu-1ll WAR, Pvu-Il Ot Aire etal ES Tag-l ssi Gaetan 
有 相似 的 一 CG 一 序列 ， 故 可 相互 粘 合 。 tac 启动 子 的 形成 正 是 取 up 启动 子 中 有 一 35 
区 的 片段 和 la 启动 子 中 有 一 10 区 的 片 盟 ， 在 以 上 两 酶 切 点 处 连接 而 成 。 根 据 图 上 三 
个 启动 子 序列 的 比较 可 以 看 出 ，lacUV5 启动 子 一 35 交 与 一 10 区 之 间 有 18 + Bw ER, 
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trp 启动 子 中 则 为 17 个 核 RAB, I tac 启动 子 中 最 短 ,为 16 PEAR, Sat | 
“表达 比较 ,已 知 tac atu erp 启动 子 强 3.0 倍 , 比 lacUV5 启动 予 强 PRE RE RR, 

dil ah he. Ahr ee tac Bah FAR 二 为 
tacl, BD_EWRAO tac. 至 有 些 合成 
启动 子 ， Ac 
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eo Rey 8.8 pCQV2 Hye: 


= A mee Ply Ph A Oe 


PL Py EA MAH REM AMT, 可 用 在 大 肠 杆 菌 体系 的 基因 高 效 表 达 。 
已 组 建 好 的 表达 质粒 有 :PKC30 和 pCQV2, IA 8.80 

这 两 个 质粒 尼 来 源 于 pBR322 ,都 是 把 4 WRIA DNA 的 有 关 片 有 组 建 在 四 环 素 抗 性 
基因 上 ,破坏 了 原 有 的 四 环 素 抗 性 基因 。Pi 和 .PR 启动 子 都 是 由 噬菌体 中 进行 初期 转录 
用 的 强 启动 子 ; 在 调节 控制 上 又 都 受 Cl 蛋白 的 抑制 。 由 了 ;启动 子 开始 转录 的 第 一 个 蛋 
白质 基因 为 NM 基因。 在 组 建 PKC30 时 剪 切 下 来 的 DNA 片段 上 除 有 Pi 六 动 子 外 ,还 
有 蛋白 基因 部 分 5 这 样 就 保留 了 全 部 基因 表达 所 需 的 元 件 s 把 外 源 基因 连接 在 N 蛋 
自 基 因 的 N 未 端 编码 的 Hpal BOOK, 可 利用 N 蛋白 基因 的 起 始 密码 翻译 出 相应 的 蛋 
Go pCQV2 质粒 上 带 的 是 Px 启动 子 ,此 质粒 与 pKC30, 不 同 ， 在 组 建 时 不 仅 重组 
引 启 动 子 ; 而 且 还 重组 了 Cl 蛋白 基因 。 这 样 应 用 pCQV2 BREE pKC30 简单 ,不 必 采 用 
有 CI 和 蛋白 基因 表达 的 受 体 菌 。 pCQV2 的 另 一 个 特点 是 ,在 组 建 时 要 注意 剪 切 下 Cro 
蛋白 结构 基因 的 全 部 编码 序列 , 仅 保 留 了 起 始 密码 子 , 而 且 起 始 密码 子 又 正好 与 Bam HIl 
酶 切口 重合 ,这 样 只 要 从 Bam Hl 酶 切口 处 连接 上 符合 翻译 框架 的 外 源 基因 ， 就 可 以 利 
AP, 启动 子 转录 翻译 出 不 带 任何 4C 斌 蛋白 部 分 的 外 源 蛋白 。 与 翻译 有 关 的 SD 序 
列 还 是 利用 原来 Cro 蛋白 结构 基因 前 的 一 个 。 以 pKC30 与 pCQV2 相 比 ,前 者 得 到 的 
处 源 和 蛋白 往往 带 有 少量 由 'N 蛋白 来 的 其 他 短 肽 , 而 pPCQV ? 得 到 的 是 单纯 的 外 源 蛋 白 。 
REF 鸣 菌 体 中 的 Pr 或 PR 启动 子 时 需要 注意 CI 蛋白 的 特点 由 于 Pr 及 Pa 都 
是 很 强 的 启动 子 , 在 未 进行 基因 表达 时 ;必须 用 ;CI 蛋白 来 控制 5 Cl 蛋白 类 似 ; lacl 蛋白 
的 作用 ;通常 容易 抑制 PL 或 Pe. 的 启动 作用 , 但 它 的 去 阻 歇 方法 却 不 同 ，CH 蛋白 是 一 
种 温度 敏感 蛋白 ;在 42s%C 时 Cl 蛋白 即 失 活 , 但 此 温度 并 不 影响 其他 酶 蛋白 的 活性 。 故 
利用 PL 或 Pa 启动 子 做 基因 高 效 表达 时 ,总 是 先 用 37°C 培养 ， 达 到 扩 增 的 目的 后 , 提 
高 温度 至 42*C; 破坏 Cl 蛋白 , 此 时 Pe 或 Pa 启动 子 开始 工作 ， 在 很 短 时 间 内 即 可 完 
成 外 涯 基因 的 高 效 表 达 。 

让 站 网上 JiL 不 组建 的 基因 表达 质粒 可 以 看 出 ， 研 究 基 因 表 达 的 元 件 和 应 用 都 是 很 重 
ZW. 生物 体 有 复杂 的 调控 基因 表达 机 制 ， 目 前 能 应 用 于 组 建 表达 质粒 的 还 只 是 在 基因 
水 平 止 的 调控 基因 和 因子 等 。 在 生物 细胞 进行 基因 表达 时 则 常 比 已 知 的 理论 还 要 复杂 ，、 
如 现在 组 建 的 表达 质粒 只 注意 转录 翻译 的 起 始 元 件 ， 实 际 上 转录 终止 部 分 也 很 重要 。 另 
外 ;有些 外 源 基因 产物 是 表达 用 细胞 不 很 相 容 的 蛋白 ,尽管 理论 上 应 得 到 高 效 表达 并 获得 
高 产量 ,但 当 遇 到 以 上 问题 时 ,有 时 就 不 能 得 到 满意 的 结果 ， 这 说 明 有 关 基 因 表 达 的 理论 
还 有 待 深入 ,才能 解决 那些 尚 存在 的 悬 而 未 解 的 问题 。 


三 节 “翻译 框架 与 融合 蛋白 


基因 表达 研究 中 发 现 不 同 生物 体 中 应 用 的 基因 密码 子 不 同 ， 其 中 也 包括 起 始 密码 不 
同 , 它 与 外 源 基 因 表 达 与 否 或 表达 高 低 有 关 ， 但 利用 时 只 “有 以 人 工 合成 适当 的 密码 子 才能 
解决 。 对 此 本 节 不 多 讨论 ,只 对 有 关 框 架 与 融合 蛋白 两 个 问题 作 简 要 介绍 。 
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一 、 基 因 表 达 与 翻译 框架 


实现 外 源 基 因 的 表达 ， 必 须 注意 在 拼接 时 保持 密码 子 框架 的 正确 所 以 做 基因 表达 


工作 进行 基因 重组 ， 比 一 般 分 子 克隆 要 复杂 得 多 。 一 般 分 子 克隆 不 需要 考 志 密 码 子 框架 


问题 ,在 连接 方向 上 , 顺 向 或 反 向 也 无 关 紧要 ,但 对 研究 基因 表达 则 必须 框架 正确 因为 几 
乎 不 可 能 在 一 个 结构 编码 基因 前 找到 既 有 合适 酶 切 位 点 ,又 符合 密码 子 框架 的 切口 ,因此 


必须 运用 特殊 剪 切 、 洁 接 或 补 接 等 方法 \ 见 第 四 章 )。 在 有 些 基 因 表 达 质 粒 的 酶 切 图 上 ,为 、 


此 还 标 出 原 有 基因 密码 子 框架 ,以 便 连 接 外 源 基因 用 ,如 图 8.5 中 的 PUR2226 

当 连 接 外 源 基因 时 ,如 不 是 一 般 拼接 ,而 是 削 接 或 补 接 ， 常 会 出 现 核 昔 酸 数量 增加 或 
减少 。 在 连接 后 ， 即 使 框架 正确 表达 翻译 的 结果 中 也 可 能 减少 几 个 氨基 酸 或 增加 几 个 氨 
， 基 酸 。 只 要 这 些 氨基 酸 的 改变 不 影响 外 源 蛋 白 的 活性 ， 奶 可 应 用 。 如 采用 不 定点 的 浊 接 
或 补 接 ， 从 理论 上 则 只 有 三 分 之 一 的 机 率 得 到 正确 框架 ， 因 为 密码 子 只 有 三 种 编排 的 可 


能 ， 即 1、2、3, 4、5、6; 或 2.3.4, 5, 6.75 Be 3, 45.6.5 Ge 二 


当然 得 不 到 有 活性 的 外 源 蛋 白 。 


二 融合 蛋白 


外 源 基 因 表 达 中 生成 融合 蛋白 是 常见 的 。 有 些 是 插 人 外 源 基因 的 部 位 在 原 有 一 些 蛋 


白 编 码 基因 之 中 ,基因 表达 后 ,自然 生成 这 种 杂 合 蛋白 , 既 包 括 原 有 蛋白 部 分 ,又 有 外 源 蛋 
白 部 分 。 最 常见 的 是 利用 lacZ8 半 乳 糖 背 酶 基因 ，, 此 酶 基因 编码 甚 多 ， 有 1,021 个 氨基 
酸 密码 。 此 lacZ 基因 大 多 不 是 应 用 全 编码 序列 ， 只 有 几 十 个 氨基 酸 或 几 百 个 氨基 酸 编 
码 , 其 他 情况 类 似 。 也 有 只 增加 几 个 氨基 酸 的 ,但 不 属于 融合 蛋白 。 po 
蛋白 既 有 原 蛋 白 功 能 ,又 有 外 源 蛋白 功能 的 结合 体 。 


(一 ) 融合 蛋白 对 外 源 蛋 白 的 保护 作用 


融合 蛋白 能 否 被 利用 于 基因 工程 生产 , 需 视 产 品 的 用 途 , 如 果 不 是 药物 ， 有 其 季 蛋 白 
功能 在 内 不 影响 产物 的 应 用 ,也 适用 于 生产 ,因为 融合 蛋白 能 保护 外 源 蛋 白 在 生成 后 不 被 
表达 细胞 消化 掉 。 外 源 基因 表达 ,特别 是 高 效 表达 ,往往 会 在 表达 细胞 中 堆积 天 量 外 源 蛋 
白 ,将 不 利于 该 细胞 的 生长 ， 因 此 表达 细胞 必然 要 排斥 这 种 蛋白 ,消化 这 种 蛋 自 。 事实 下 


许多 真 核 生 物 基 因 就 难以 在 原核 生物 细胞 中 获得 稳定 的 高 产 蛋白 。 融 合 蛋白 可 以 帮助 外 


源 蛋白 稳定 , 留 在 表达 细胞 内 ， 少 被 表达 细胞 破坏 。lacZ8 半 乳 糖苷 酶 就 很 适 于 应 用 ,， 保 
护 外 源 蛋白 ,从 保留 下 来 的 8 半 乳 糖苷 酶 的 部 分 分 子 的 大 小 来 看 ,分 子 保留 愈 大 ， 愈 有 保 
PH, 当然 对 外 源 蛋 白 活 省 的 影响 也 大 。 至 于 形成 的 融合 蛋白 是 否 需 要 在 抽 提 后 再 裂解 
分 开 , 则 视 外 源 蛋 白 产 品 的 需要 而 定 。 


(=) 酵母 基因 表达 体系 中 的 融合 蛋白 
酵母 是 一 种 简单 的 真 核 生 物 ， 用 它 的 细胞 进行 基因 表达 研究 也 有 融合 蛋白 问题 。 但 
在 酵母 中 有 不 少 表 达 的 外 源 蛋 白 或 多 肽 可 分 刻 出 细胞 ZED at FE 
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能 切 下 相连 的 前 导 序列 肽 。 这 种 功能 在 原核 细胞 中 也 有 发 现 。 可 见 这 类 融合 蛋白 的 生成 
并 不 妨碍 获得 纯 外 源 蛋 白 。 


5g a 几 种 基因 表 过 体系 的 比较 


目前 应 用 最 多 的 基因 表达 体系 是 大 肠 杆 著 、 酵 厨 和 请 乳 动 物 细胞 三 类 ,它们 在 应 用 上 
各 有 优 缺点 。 现 将 三 者 的 差别 列表 如 下 : 


表 8.1 三 类 基因 工程 表达 体系 的 比较 


pe SH | KANE 

ES 可 高 产 

动物 细胞 | Me wt Henge 较 难 | 简单 需 广 意 有 至 
哺乳 动物 细胞 | 7 | ae 
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BAR “大 肠 杆菌 体系 中 的 基因 表达 


Kk 云 德 2 

; aa 

大 肠 杆菌 体系 是 表达 外 源 基 因 的 一 个 重要 宿主 细胞 系统 。 在 大 肠 杆 菌 中 有 关 基 因 表 

达 的 调控 机 制 , 包 括 基因 转录 \ 翻 译 以 及 翻译 后 修饰 ， 目 前 已 研究 得 比较 清楚 。- Kips 

体系 中 的 基因 表达 研究 ,不 仅 在 理论 上 可 以 阐明 原核 基因 的 表达 原理 , 更 重要 的 是 在 实用 © 

上 可 以 大 量 生产 自然 界 难 于 提取 的 多 肽 ， 用 于 委 药 或 其 他 目的 。 ee 真 核 基因 在 
大 甩 夺 戎 中 的 表达 研究 ,尤其 显得 重要 。 . 

Fi 1974 年 以 来 ,一 系列 的 实践 已 经 证 明 ,许多 外 源 原核 基因 以 及 一 些 真 核 基因 ， 如 胰 


岛 素 ,生长 激素 ,干扰 素 .白细胞 间 质 素 2 等 ， 部 能 在 大 肠 李 菌 中 获得 有 效 表 过 ， 和 


产 。 

要 使 真 核 基因 在 大 肠 杆菌 中 获得 有 效 表达 ， 必 须 首 先 了 解 真 核 基因 与 原核 基因 在 结 
构 以 及 表达 调控 上 的 差异 ， EEA RAD RSL RA BMI 
的 因素 ， 真 核 基因 在 大 肠 任 菌 中 表达 的 方式 等 。 


ce 真 核 基因 与 原核 基因 在 结构 和 表 达 调 撼 上 的 差异 


ind 9 1 所 示 , 真 核 基因 与 原核 基因 的 结构 与 表达 调节 在 许多 方面 是 不 相同 的 ,其 中 
最 主要 的 是 ， 真 核 基因 的 不 连续 性 以 及 其 调控 信号 不 能 为 原核 细胞 讲 正 确 识别 。 大 多 数 ， 
原始 真 核 基因 不 能 在 大 肠 杆菌 体系 中 有 效 表 达 的 主要 原因 有 如 下 几 点 : 

(1) 真 核 基 因 有 内 含 子 , 将 结 者 购 基因 分 割 或 几 部 分 。 由 此 ， 产 生 了 两 个 问题 : 第 
真 核 基因 平均 来 说 要 比 原核 基因 大 得 多 ,例如 小 鼠 二 氢 叶 酸 还 原 酶 基因 超过 42kb; 第 二 ， 
大 肠 杆 菌 不 能 拼接 由 内 含 子 所 分 隔 的 原始 苇 录 物 ,使 之 产生 可 翻译 的 mRNAs 当然 ， 如 
果 先 由 mRNA 反 转 录 成 cDNA， 再 进行 克隆 和 表达 ,就 可 以 解决 这 一 问 秆 ,例如 卵 白 蛋 
白 基 因 , 人 7 干扰 素 基因 等 。 另 外 ,少数 真 核 基因 不 含 内 含 子 , 例 如 组 蛋白 基因 、 大 a, 8 
”干扰 素 基因 等 。 

(2) BeDS 6 AERA RNA 多 聚 电 所 识别 的 _DNA 序列 (启动 子 )， 因 而 不 能 被 有 
效 转 未 ;即使 有 小 量 转录 移 ， 又 由 于 南 少 与 大 肠 什 菌 168 BET RNA 了 SAH TRORRSR 
“Fl (SD 序列 ); 也 不 能 被 有 效 地 翻译 。 

(3) ROGET EARL, AAAS eR AA a 
破坏 。 

据 此 ， NIC AEE ANSE AT, LAL = 三 项 基本 要 求 : 

(1) 页 核 基因 的 编码 区 没有 被 内 含 子 所 分 踊 。 

. 《2) 真 核 基因 必须 置 于 大 肠 讲 菌 启动 子 的 下 游 ， 后 者 能 有 效 地 被 大 肠 杆菌 RNA 多 
RNG T RB . 
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atanl Tene 4k iden Ke Sor THEY 


表 9.1 APEASMRE AES WRA We LHR 
. OE Ae ig at 


‘a 


大 多 数 是 不 连续 的 ;有 内 含 子 


aE 绝 大 多 数 是 连续 的 ,元 内 含 地 

mam 2" 9 和 | 有 各 自 的 RNA RS 

转录 后 加 工 ， 转录 形成 前 了 NA， 拼接 后 为 成 攻 FERED RNA 

启动 基因 调控 序列 wn 位 CTATA 序列 ) | [10 位 (Rribnow FEF) 1 

ny -  |=70-—100 位 保持 区 一 35 位 保 
| : 最 上 游 转录 增强 序列 
翻译 起 始 信号 ，” 有 的 需要 SMT ERNE T HEME ATG RIA 3 一 12bp 的 SD 序列 
转录 终止 信号 3 ek LRA AAUAAA 序列 aii tho 蛋白 和 不 依赖 rho zs 
白 两 种 形式 
Ag NH, LE Shae 


1 个 或 几 个 NH, 端 残 基 可 被 去 


切割 信号 
可 切割 信号 多 肽 ;不 能 糖 基 化 


某 些 RNA Rak a Dm 
HY BR YD) BAK JU LS & fk 


(@) KROL mRNA KOVERHE AARObE, FIN SAH 
JF NO aa TPR 
二 可 见 ， 只 要 掌握 原核 基因 表达 调控 的 基本 原理 ， efit oe dah ai a tae 
aidelataee aie Bae 


c—7 UALR RR IGOR 


| 基因 表达 的 目的 往往 是 希望 获得 足 多量 的 产物 所 以 ， 要 使 基因 高 效 表 达 ， 除了 了 解 
责 核 基因 在 原装 细胞 让 表达 的 必要 条 伯 之 外 ， lhe ae a a el 
im aplenty FAT eh EPA BE HE 


~ 


一 、 局 动 子 
“apes RNA 多 聚 酶 结合 到 DNA 上 ， RNA 合成 的 DNA 区 
Bo 不 同 的 启动 子 具 有 不 同 的 效率 ; 强 的 启动 子 起 始 'mRNAs 的 合成 具有 较 高 的 效率 ; 
弱 的 启动 子 则 只 有 较 低 的 效率 。 启动 子 的 强 弱 征 决定 基因 表达 水 平 的 主要 因素 。 
关于 启动 子 的 工作 原理 ， 对 lac 启动 子 研究 得 比较 详细 。lac 和 启动 子 的 核 苷 酸 序列 
中 包含 有 两 种 蛋白 与 之 特异 性 相 作 用 的 必要 信息 : 一 是 RNA 聚合 酶 ， 另 外 是 一 种 正 性 
激活 蛋白 / 称 为 分 解 代 谢 产物 基因 激活 蛋白 (简称 CAP 或 CRP 或 CGA)。 转录 起 始 的 


一 般 过 程 是 ， 先 由 CAP 5 CAMP 形成 复合 物 与 启动 子 的 特异 性 位 点 处 相 结合 ,后 者 又 


刺激 RNA 多 聚 蓝 与 启动 子 的 另 二 处 特异 丝 位 点 处 相 作 用 ， 如 果 这 时 阻 遏 蛋白 没有 结合 
在 操纵 基因 上 ,而 4 种 核 苷 酸 又 均 存 在 的 话 ， lac mRNA 的 转录 即 可 开始 5 CAPLcAMP 
复合 物 的 识别 和 结合 位 点 是 一 55 和 一 68 位 之 间 的 对 称 性 序列 (图 9%.1)。 RNA 多 聚 
酶 可 能 在 十 19 和 一 24 位 之 间 形 成 开放 性 复合 物 ， 图 "2 及 图 9.3 列 出 了 29 种 启动 子 的 
+1 到 一 50 位 的 序列 ,包括 大 肠 杆 菌 、 权 菌 体 的 启动 子 。 由 此 可 见 , 其 中 有 两 处 高 度 保持 
KR ,一 是 在 转录 起 始点 上 游 大 约 10bp 处 ;有 一 段 相 似 的 序列 TATRATR 或 TATAAT, 
称 为 Pribnow 序列 ; 另 . 二 处 位 于 转录 起 始点 测 游 大 约 35bp 处 s 这 两 个 区 奴 对 决定 启动 子 
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Nie BE, AOR RMR, LEWIS LAT RIK BE HE. 
Ai, BOF PPS ERS RRM See BAKA HE Oe LARS KEE Bee 


对 启动 子 的 效率 也 有 重要 影响 。 阻 遏 蛋 白 可 以 识别 并 结合 
- 同 的 序列 上 ， 以 阻止 RNA 多 缘 棍 -lacP 开放 性 复合 物 的 


RNA POL 


CAP 


5 


—-—— 


GGLAAGCGCGCAGTGAGC GCAACGCAATTAATGTOAGT TAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTYTATOCTICCOGCTCGTATGTTO1GTOGAATTGTOGAGCOGAT AACAAT TTCACACAQGAAACAGCTATOACCETG 
CETIICGCCCGICACTCGOCGTTOCGTT AAT TACACTCAATCQAGCTGAGTAATCCOTOGGGTCCOAAATOTGAAATACGAAGGCCOAGCATACAACHC ACCT TAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTOTCCTTTGTCGATACTGGTAC 


—— a 


5 


RNA POL. RNA 聚合 酶 


图 9.1 lac P, O 全 序列 ，lacl C wR lack N 端 部 分 序列 。 


Z. lacZ N 端 。 


P. lac 启动 子 。 0. lac PRAIA, CAP. CAP 位 点 s 


I. lacl C 端 。 


作用 位 点 。 序 列 上 方 横 线 为 对 称 性 序列 ; 


到 与 -RNA SABRI AI ALAA 


形成 , 从 而 抑制 转录 8 转录 终止 也 受 DNA 序列 中 的 信号 
所 控制 ， 这 一 序列 的 特点 是 在 转录 终止 位 点 前 有 一 GC + 
富 区 ， 并 有 一 折 登 对 称 , 紧 接着 是 AT 丰富 区 。 但 是 ， 也 


有 通过 蛋白 来 深 制 转录 余 止 的 ， 如 cho 因子 ,4 ER 


N 基 因 产 物 等 。 

判断 某 -- 启 动 子 的 强 弱 ， 应 当 测 定 其 起 始 相应 ‘mRNA 
合成 的 效率 。 但 是 ， 这 种 测定 方法 很 难 做 到 。 通 常 是 根据 
其 相应 蛋白 产物 的 表达 水 平 间接 地 推算 出 某 一 启动 子 的 效 
率 。 这 种 方法 不 能 完全 正确 地 比较 不 同 启动 子 的 效率 。' 这 
是 因为 不 同 mRNAs 含有 不 同 的 ,3. 端 非 编 码 的 领先 序列 ， 
后 者 能 影响 mRNA 的 翻译 效率 。 因 此 ,* 蛋白 产物 的 表达 
水 平 既 反 映 了 启动 子 的 强度 , MRT 端 非 编码 的 领先 
序列 的 组 成 与 长 度 对 翻译 影响 的 程度 或 者 反映 了 两 者 的 


联合 效果 。 de “A 


BIER KH ah 获得 高 效 表达 ， 必须 将 欲 


”表达 的 基因 置 于 强 的 启动 子 的 下 游 。 常 用 的 启动 竹 有 lac、 


Ipp, trp, tac, 4PL, ompFy bla 等 。 不 同 启动 也 的 调节 
机 制 是 不 相同 的 。 BM; isl och EE 


lac 启动 子 如 前 所 述 。lac 操纵 子 受 两 种 机 制 调节 。 


在 缺乏 乳糖 《或 其 它 诱导 物 ). 时 ， 由 于 laci 基因 产物 
(lac 阻 遏 物 ) 与 操纵 基因 相 结 合 ， 转 录 受 到 抑制 。 另 一 方 
面 , 通 过 CAP REWER 在 葡萄 糖 缺 乏 时 ,CAP 与 
cAMP 形成 复合 物 ,与 启动 子 的 上 游 区 段 相 结合 ,从 而 刺 数 
转录 。 所 以 lac 启动 子 在 我 vba ER EM ll, BRA EA 
培养 基 中 加 异 丙 基 -8-D- 硫 代 半 乳糖 苷 (IPTG，Isopropyl- 
p-D-thiogalactoside) 也 可 以 去 抑制 ,后 者 可 与 lac iw 
相 结合 而 去 除 之 。 当 le AMFUSBWAFEM, lac 阻 
遏 物 往 往 不 能 抑制 其 转录 。 但 是 ,在 过 量 产生 lac 阻 遏 物 
的 细菌 中 (It), lac 启动 子 的 作用 可 以 被 抑制 。 lac 启动 
子 是 中 等 强度 的 启动 子 e 

trp 启动 子 : wp 启动 子 受 trp | 间歇 物 的 调节 ， teem 
培养 基 中 加 3 EIR BR CIAA) Be 3-8 FSI PS ERR AT LA ZS 
io lac 系统 不 同 的 是 ， 单 拷贝 trp 阻 遏 物 基 因 产 生 
的 蛋白 是 以 使 trp 操纵 子 完 全 受 抑制 ,所 以 , 当 wp ABD 


到 达 -- 定 浓度 时 即使 是 多 拷贝 的 trp BUF hil. up 启动 子 是 较 强 的 启动 子 。 
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tac 启动 子 : tac 启动 子 是 trp 启动 子 一 35 RRS lac 启动 子 一 10 区 段 和 lac 操 
We Me mM AES lac BMWNA. tac 启动 子 组 建 的 质粒 ,在 Ia BER 
中 加 IPTG 可 以 去 阻 遇 。tac 启动 子 也 是 常用 的 较 强 的 启动 子 。 

1Pr Bat: AP, 启动 子 是 常用 的 强 启动 子 ; 受 -cf RMN  clts857 AR 
性 细菌 中 , 当 28—32°C 时 > cl 基因 可 以 正常 表达 ， 抑制 4P+ 的 作用 ，, 当 转 移 到 42sC 时 ， 
cI 基因 不 能 表达 ，2Pi 也 就 解除 抑制 ,在 短 时 间 内 ,可 使 其 控制 的 基因 进行 表达 。 

_lpp BAF: 它 是 大 肠 杆 菌 脂 蛋白 的 基因 调控 序列 ,也 是 常用 的 高 效 表达 启动 子 。 如 


连接 上 lacO， 可 受 lac 阻 遏 物 的 调控 。 


启动 了 名和 —50 一 0 一 30 一 20 一 10 pli rahe 2 
tae, TAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGA 
lacl 三 GACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCG 
Digal ATTTATTCCATGTCACACTTTTCGCATCTTTGTTATGCTATGGTTATTTCA 
araBAD 人 AGCGGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCGATA 
araC T TTCTGCCGTGATTATAGACACTTTTGTTACGCGTTTTTGTCATGGCTTTG 
_ trp ， _ TCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCA 
NATED 1 TTCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCGCGTCATTTGATATGATGCGCCCCG- 
“APL ‘TTATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATACCACTGGCGGTGATACTGAGCACA 
AP, - ' CTAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGCA 
APau C A ACACGCACGGTGTTAGATATTTATCCCTTGCGGTGATAGATTTAACGT A 
AP, T A CCTCTGCCGAAGTTGAGTATTTTTGCTGTATTTGTCATAATGACTCCTG 
i Magi T T AACGGCATGATATTGACTTATTGAATAAAATTGGGTAAATTTGACTCAA 
cl7 TGGTGTATGCATTTATTTGCATACATTCAATCAATTGTTATAATTGTTATC 
i**Pp ~ CAAGAAAAACTGTATTTGACAAACAAGATACATTGTATGAAATACAAG AAA 
isPaw TITTGTCAAATACAGTTTTTCTTGTGAAGATTGGGGGTAAATAACAGAGGTG 
fd X CTCTTAATCTTTTTGATGCAATTCGCTTTGCTTCTGACTATAATAGAC AGG 
fd ACAAAACATTAACGTETTACAATTTAAATATTTGCTTATACAATCAT CCTG 
fd by GTTTGAATCTTTGCCTACTCATTACACCGGATG T A CTTAAAATATATG 
fd VIL TGATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTTTCGCGCTTGGTATAATCGCTGGG 
0OXT AAAATAACCGTCAGGATTGACACCCTCCCAATTGTATGTTTTCATGCCTCCA 
OX 174 B GCCAGTTAAATAGCTTGCAAAATACGTGGCCTTATGGTTACAGTATGCCCA 
@X 174 D -  GAGATTCTCTTGTTGACATTTTAAAAGAGCGTGGATTACTATCTGAGTCCG 
SV40 ‘GAATGCAATTGTTGTTGT1AACTTGTTTATTGGAGCTTATAATGGTTACAA 


9.2 ADF). +1 mRNA 起 始点 ; 横 线 为 相似 区 。 
BARE ERIE BS 总 本 身 不 能 通过 生长 条 件 的 改变 来 调节 ， 是 一 种 较 弱 的 谋 
动 子 ° 
«ESD FRA Zs, 和 DNA 的 复制 ,从 而 引起 质粒 . 
的 不 稳定 性 。 在 强 的 启动 子 的 下 游 安 置 强 的 转录 终 言 号 序列 ， 就 可 以 避免 这 个 问题 。 


基因 剂量 


除 少 数 例外 ,一 般 来 说 细菌 内 基因 拷贝 数 增加 ,基因 产物 也 可 增加 。 增 加 基因 拷贝 数 
的 方法 一 般 有 下 列 几 种 : 
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启动 子 名 称 — 50 “= 一 30 +20 一 10 +1 ct" 


spc _ AGCCGTTTATTTETTCTACCCATATCCTTGAAGCGGTGTTATAATGCOGCG, 
str GATCGTTGTATATTICTTGACACCTTTTCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCG 
T7Al ， ,. AAAAGAGTATTGACTTAAAGTCTAACCTATAGGATACTTACAGCCA 
T7A2 AAACAGGT ATTGACAACATGAAGT AACATGCAGTAAGA TACAAATCG 
T7A3 ACAAAACGGTTGACAACATGAAGTAAACACGGTACGATGTACCACA | * 


biop 98 GTTGTTAATTCGGTG TAGACTTATAAACCTAAATCTTT TAAATTTGGTTTA a 


图 9.3 ”启动 子 序 列 (27。 he 


(1) 采用 松弛 控制 复制 型 质粒 这 类 质粒 的 复制 与 蛋白 的 继续 合成 无 关 ， 但 依赖 
DNA RAM 1 EH; 在 对 数 生 长 期 ,每 个 染色 体 可 以 有 10 一 200 个 质粒 。 例如 ColE1、 
pMB1 质粒 ， 或 含有 ColE1、pMB1 复制 子 的 其 他 重组 质粒 。 采用 这 类 复制 子 的 重组 质 
粒 , 在 大 肠 杆 菌 的 拷贝 数 王 般 可 达 :20 一 30 个 。 严 紧 控 制 复 制 型 质粒 则 相反 ， 这 类 质粒 的 
复制 严 紧 地 与 宿主 细胞 的 繁殖 联系 在 一 起 。 这 样 ， 每 个 细胞 只 (多 许 1 个 或 少数 开 个 质粒 
存在 ,例如 PSC101。 


(2) 采用 pATIS3 系统 代替 pBR322 AYE: 一般 表达 载体 常用 pBR322 ‘nT, 


如 果 改 用 pAT153， 则 可 使 质粒 拷贝 数 增加 1.5—3.0 倍 ,这 是 因为 pAT153 BET pBR 
322 的 Hae I BVH 区 段 ;而 在 该 区 人 中 包含 有 榨 制 质粒 拷贝 数 的 序列 。 作 者 在 研究 人 
oD 型 千 扰 素 基因 的 表达 时 ; 曾 将 pBR322 系统 (PBV867) 改 成 bpAT153 系统 CR 
结果 质粒 拷 册 数 增加 约 3 倍 , 干 扰 素 表达 量 增 加 约 5 倍 。 

,(3) 采用 失控 复制 型 载体 (runaway plasmid):“ 有 一 种 质粒 pKN 402, ee R1 


drdl9 的 衍生 物 ， 在 30°C 时 每 个 细菌 可 容纳 20 一 50 个 拷贝 。 但 是 在 35sC LL ee 时 ， 


质粒 的 复制 失去 控制 ,在 3 小 时 未 ， 在 质粒 上 编码 的 8 内 酰胺 酶 的 表达 量 增加 了 400 倍 。 
EM T4 DNA 连接 酶 的 表达 时 ;也 获得 类 似 的 结果 。 为 便于 外 源 基因 的 揪 人 ;将 
pKN402 进行 了 改造 ,其 中 之 一 是 pAS22: 熙 果 驱 一 个 带 有 lac 或 tac BAF AERA 
的 基因 克隆 到 pAS2 上 。 带 有 这 一 杂交 质粒 的 lac Ia AAGZE 42°C 培养 几 小 时 局 质粒 
的 拷贝 都 可 增加 到 每 个 细菌 1,000 个 以 上 ;然后 加 和 人 IPTG 以 灭 活 lac 阻 遏 物 ， 这 样 ， 基 
因 产 物 就 可 以 大 大 增加 。 这 类 质粒 称 为 温度 诱 生性 失控 复制 型 载体 。 

55 (4) 采用 温度 诱 生性 办 噬菌体 -Col EL 杂交 质粒 pKC16: 这 一 质粒 含有 sii 和 
Kan’ 基因 ,一 段 2DNA( 从 IN 通过 iP, 包 括 其 复制 子 和 Melts857 基因 ) 以 及 包 窖 腹 复 
制 区 和 免疫 区 的 Col El ;片段 。 当 培养 细菌 的 温度 上 升 至 42*c 时 ， 1 转录 开始 ,4 复 
制 系统 被 启用 。 质粒 的 拷贝 数 增加 至 大 约 每 细胞 . 250 个 拷贝 。 把 外 切 酶 II 基因 克隆 到 
pKC16 中 后 ,含有 这 一 重组 质粒 的 细菌 先 在 32°C HK, 然后 升温 至 42"C, 能 使 外 切 酶 于 
_ 的 产量 大 大 增加 。;， a 


大 肠 杆菌 核糖 体 结合 位 点 对 真 核 基因 在 该 细菌 中 高 效 表 达 是 十 分 重要 的 。 大 肠 杆菌 


BRAGA RABE BEF AUG 和 位 于 AUG 上 游 3 一 11 个 核 苷 酸 处 一 段 3 一 9 
个 核 背 酸 序列 , 称 为 Shine-Dalgarno 序列 ,简称 SD 序列 , 它 与 大 肠 杆 菌 16SrRNA fy 3’ 
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; 端 是 互补 的 。 二 种 mRNA EXHADR EARL FSA RMER: 
(1) mRNA 中 SD 序列 与 大 肠 杆菌 16 SrRNA 3° 端的 互补 程度 % 
(2) AUG 与 SD 序列 之 间 的 距离 以 及 其 序列 对 翻译 效率 有 明显 影响 。 
(3) AUG 之 前 20 个 到 之 后 13- 个 核 昔 酸 有 其 适宜 的 序列 ， 特 别 是 在 AUG 之 后 的 
， 工 个 核 音 酸 可 以 影响 与 核糖 体 的 结合 。 上 领先 序列 对 mRNA 的 翻译 也 有 了 明显 影响 。 


oats 四、 基因 产物 的 稳定 性 


走 核 基因 的 产物 在 原核 细胞 中 往往 不 稳定 , 易 被 大 肠 杆菌 的 酶 类 所 降解 。 所 以 ;即使 

原始 的 表达 量 很 高 ,由 于 很 快 在 菌 体内 被 降解 而 实际 的 产量 却 很 低 。 有 几 种 办 法 可 以 提 

”高 真 核 基因 产物 的 稳定 性 。 

CO) 组 建 融合 基因 ,产生 融和 台 蛋 白 ; 也 就 是 说 ， 表 达 的 多 肽 ; JEN a RFR 
HUT, CHRMESK. HSMSRASE REE LER, Cem PILLR 

定 ,不 易 被 细菌 酶 类 所 降解 。 在 某 些 情况 下 ,融合 蛋白 经 过 化 学 处 理 可 以 释放 出 具有 生物 

学 活性 的 非 融 合 的 真 核 多 肽 。 

由 于 融合 蛋白 中 含有 一 段 原核 多 肽 序列 ， 这 可 能 会 影响 真 核 重 白 的 免疫 原 性 ， 所 以 一 
般 不 能 作为 人 体 使 用 的 注射 用 药 ， 但 可 作为 抗原 用 。 | 

QO) 利用 天 肠 梓 菌 的 信号 多 肘 ， 把 真 核 基因 产物 搬运 到 网 桨 周 质 的 空隙 中 。 ABI 
BOMBS, N 端 有 20 个 氨基 酸 的 信号 多 肽 ， 后 者 可 使 表达 的 脂 蛋白 前 体 分 子 搬运 
到 了 胞 奖 膜 上 ;信号 多 肽 随即 被 集中 在 胞 桨 毁 上 的 酶 所 识别 并 切割 ?使 脂 蛋 白 可 以 集中 在 胞 
浆 周 质 的 空隙 中 ,以 组 装 细菌 外 膜 。 一 般 认 为 在 胞 奖 周 质 的 空隙 中 ,外 源 蛋白 不 易 被 细菌 
“ 橙 类 所 降解 ,因而 能 增加 外 源 多 肽 的 表达 量 。 据 此 4 站 果 把 一 个 处 源 基因 与 大 肠 丁 菌 的 信 
号 多 肽 组 成 融合 多 肽 , 借 大 肠 杆菌 信号 多 肽 的 功能 ,可 把 外 源 基因 运送 到 胞 浆 周 质 的 空隙 
FA Masui 组 建 的 pIN-1B 系列 载体 即 属于 这 一 类 。 
(GG) 利用 某 些 真 核 多 肽 中 自身 的 信号 多 肽 ,把 真 核 多肽 搬运 到 胞 桨 周 质 的 空隙 中 。 其 

些 走 核 信号 多 肽 如 大 白鼠 胰岛 素 原 的 信号 多 肽 可 被 细菌 所 识别 和 切割 作者 也 发 现 人 aD 
型 王 扰 素 的 信号 多 肽 可 以 被 大 肠 杆 菌 所 识别 并 切割 ,但 切割 点 不 很 正确 。 

(4) 采用 位 点 特异 性 突变 的 办 法 ,改变 真 核 多 肽 二 硫 键 的 位 置 ,从 而 增加 了 多 肽 的 稳 
定性 。 例 如 ,人 6 型 干扰 素 多 肽 在 菌 体内 不 稳定 ,采用 位 点 特异 性 突变 的 方法 ; ;把 多 肽 刍 
中 编码 Cys 的 TGT 中 的 第 一 个 T 改 为 A; 成 为 AGT, 即 改变 成 Ser， 这 种 UFN-Bree, 
多 肽 的 稳定 性 就 大 为 提高 。 

(5) 采用 蓝 缺 陷 型 大 肠 杆 菌 。 采 用 缺陷 蛋白 酶 的 一 种 或 多 种 成 分 的 大 肠 杆 菌 ， 作 为 
表达 外 源 基因 的 宿主 菌 。 如 Lon” 菌 ,可 以 减少 真 核 蛋 白 在 菌 体内 的 降解 。 


五 、 编 码 多 肽 密码 子 的 组 成 情况 


一 种 氨基 酸 可 由 几 种 密码 子 来 编码 ,例如 ，UCU、UCC、UGAY UCG, AGU, AGC 
等 6 种 密码 子 均 编码 丝氨酸 ; CUU, CUC, CUA, CUG, UUA, UUG Simm 
《Leu) 等 等 。 而 真 核 基 因 与 原核 基因 对 编码 同一 种 氨基 酸 所 喜 用 的 密码 子 却 不 尽 相 同 ， 
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这 可 能 与 不 同 的 宿主 系统 中 不 同 种 类 tRNA WEAK. MLB R 


码 子 , 在 原核 细胞 中 的 翻译 效率 就 有 可 能 下 降 。 为 了 提高 表达 水 平 ,在 人 工 合成 真 核 基因 
时 ， E18 EO A A ETRE HE F | J 


六 、 表 达 产 物 的 构象 


某 些 在 真 核 系统 中 是 一 种 可 溶性 蛋白 ,但 是 在 大 肠 杆菌 中 表达 的 却 是 不 淤 性 蛋 折 。 这 | 
很 可 能 是 蛋白 的 构象 发 生 了 改变 ,或 由 于 不 合适 的 二 硫 键 结构 ,或 不 合适 的 折 释 所 引起 的 。 


eo 


七 、 表 达 产 物 的 分 子 量 大 小 


总 结 迄 今 真 核 基因 在 大 肠 杆 菌 中 表达 的 情况 可 以 看 到 ， 较 小 的 蛋白 ,例如 分 子 量 为 ， 
20,000 左右 的 蛋白 , 常 可 获得 高 水 平 的 表达 ， ee ae» 似乎 细菌 不 能 耐 受 ， oda J | 


很 低 。 


八 、 原 核 增强 序列 


近年 来 相继 发 现 , 某 些 DNA 序列 可 以 增加 某 些 哺乳 动物 基因 及 某 些 病 毒 基因 组 的 转 。 


录 ，* 称 为 增强 子 。 增 强 子 的 作用 是 顺 式 的 〈cis-acting)， 无 严格 方向 性 ,与 启动 也 可 以 相隔 


BES, 并 有 组 织 特异 性 。 其 作用 机 制 尚 不 很 清楚 ,核心 序列 为 GTGGXXXGICGX=A 


或 T)e。 一 般 认 为 增强 子 序 列 是 一 种 :RNA 多 聚 酶 分 子 进 入 DNA 的 人 口 处 ， 进 大 后 能 
向 两 个 方向 移动 ,所 以 它 对 两 个 方向 都 可 作用 * 关 于 是 否 有 原核 增强 子 ; 目前 尚 不 能 肯定 。 
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1984 年 作者 发 现 ， 如 将 SV40 DNA Hind Il B BE (1, 169 bp) 置 于 pBV181 中 PL 
启动 子 的 上 游 ( 图 "9.4)， 对 其 干 游 的 干扰 素 基因 表达 有 明显 的 增强 作用 ,表达 水 平平 均 提 
高 7 倍 。 分 析 SV40 DNA Hind III B 片 毁 序列 发 现 此 片段 中 (A np aes 为 63.5%, 
G(A BY T),G (x =5—18) 有 20 处 s 

9.2 SV40 DNA Hind Ul B & AHA aD UFRRERER RON RE 


在 HB101 WTR BAKE 在 BMH71— 18 中 革 扰 素 表达 水 下 
《单位 / 升 X10-) (A fit/ FFX 10-*) 
实验 次 数 pBV1 pBV48 BEL 实验 次 数 pBV181 pBV1 滴 度 比 


1(@s=4) |. 14.1 
ote = 2) 8.5 
3(n=4) ave 


平均 滴 度 比 、 6.3 qt 


第 三 节 ， 真 核 基因 在 大 肠 杆菌 中 表达 的 方式 
如 图 95 所 示 , 真 核 基因 在 大 肠 杆菌 中 的 表达 方式 概括 起 来 有 下 述 三 种 。 
一 、 融 合 基因 -融合 蛋白 


这 种 融合 蛋白 的 氨基 端 是 原核 序列 ， 羧 基 端 是 真 核 序列 。 表 达 融 合 蛋 白 的 优点 是 基 © 


久 操 作 简便 ,在 菌 休 内 比较 稳定 ;缺点 是 只 能 作 抗 原 用 。 


表达 融合 蛋白 的 必要 条 件 是 ， 真 核 基因 的 读 码 框架 必须 与 原核 基因 的 读 码 框架 相符 
合 。 使 原核 基因 与 真 核 基因 的 框架 乌 匹 配 ， 有 如 下 数 种 方法 : 

C1) 如 果 外 源 真 核 基因 序列 已 经 清楚 ， 表达 载体 中 要 与 之 相连 接 的 原核 基因 的 序列 
也 已 经 清楚 时 ,要 设计 选择 一 定 的 酶 切 位 点 ,使 它们 相连 接 后 框架 符合 

(2) Fl a6 ho ALE DCE HG Be EU (dA-dT 或 
dG-dC)o 由 于 核 苷 酸 延 伸 的 数目 长 短 不 一 ， 这 样 自然 可 以 形成 三 种 读 码 框架 的 重组 体 ， 
经 表达 选择 就 可 以 选 出 框架 正确 ,有 表达 的 重组 体 。 

(3) ,组 建成 一 套 三 种 所 谓 位 相 载 体 , 揪 人 位 点 分 别 形 成 三 种 读 码 框架 。 这 样 ,在 插 人 
外 源 基 因 后 ,三 种 重组 质粒 中 保证 有 一 种 质粒 的 读 码 框架 是 正确 的 。 

(4) 如 果真 核 基因 的 两 端 有 较 长 的 侧 辟 时 ,可 用 Bal 31 外 切 酶 , 随机 消化 ， 然 后 修 
平 , 装 上 连接 子 ,与 载体 连接 。 由 于 是 随机 消化 ,可 以 自然 形成 三 种 读 码 框架 的 重组 体 。 

《5) 加 上 专门 设计 的 人 工 合 成 的 DNA 接头 或 定位 突变 方法 ， 使 真 核 基因 的 读 码 框 
架 与 载体 上 原核 基因 的 读 码 框架 相 吻 合 


* 209 。 


二 ， 非 融合 基因 - 非 融 合 蛋白 


所 谓 非 融合 蛋白 是 指 在 细胞 内 合成 的 蛋白 以 要 表达 的 真 核 蛋 白 mRNA fy) AUG H 


起 始 ,在 其 氢 基 端 不 含 任何 细菌 多 肽 序列 (图 9.5)a 为 此 ， 表 达 非 融合 蛋白 的 操纵 子 必须 
He: 原核 启动 子 一 原核 SD 序列 一 真 核 基因 起 始 密码 子 、 结 构 基因 及 作 正 密码 予 s 
为 此 目的 ,可 以 改建 一 种 表达 载体 ,含有 原核 启动 子 和 细菌 SD 序列 ; 在 启动 子 的 上 游 和 
SD 的 下 游 3 一 10 个 核 苷 酸 处 ,有 单一 性 限制 性 内 切 酶 切 点 ， 使 用 时 可 以 将 茶 切 下 二 分 离 
出 来 ， 这 称 为 携带 式 启动 子 。 要 表达 的 真 核 基因 则 根据 其 基因 结构 的 不 同情 况 ; RAS 
种 修饰 酶 .限制 性 内 切 酶 , 切 去 真 核 基 因 ATG 前 的 非 编码 序列 ， 然后 把 携带 式 启动 子 直 
接 置 于 真 核 基因 的 ATG ,之 前 。 如 果 要 表达 的 真 核 基 因 编 码 是 一 种 分 记性 蛋白 ; MRR 
蛋白 的 第 一 个 密码 子 又 不 是 . ATG， 那 么 需要 人 工 合成 一 个 带 有 限制 性 内 切 酶 位 点 和 
ATG 的 接头 ,把 真 核 结构 基因 与 SD 序列 连接 起 来 ,连接 时 不 能 改变 原来 真 核 基因 的 读 码 
框架 。 此 外 ;也 可 以 改建 一 种 表达 载体 ， 使 之 带 有 原核 启动 子 、 细菌 SD 序列 和 ATC 密 
码 子 。 其 中 SD 序列 和 ATG 在 启动 子 的 下 游 ，SD 序列 与 _ ATG 之 间 有 适当 的 距离 ; 而 


ATG 之 后 有 单一 的 限制 性 内 切 酶 切 点 ,经 消化 后 突出 部 分 用 S1 RRMA, HE ATC - 


ZeTU ARE RA ER. Elk, OR 基因 先 经 限制 三 内 切 酶 和 修饰 酶 六 以 


改造 ， 必 要 时 加 一 段 人 工 接头 ,在 与 ATC 连接 之 后 不 致 改变 原来 真 核 基 因 的 核 背 酸 序 ， 


_ 列 和 读 码 框架 。 此 外 Ji FILLE FE RA SOR FEA | 


ipa te § s! 
4} SS a 
i x $RS KE ‘Op 
yy» Ke 
: 
Pek S| 下 
Ta es a Far at 2) 

TGATG 


ear OT Ma BBS AS 
ee ae EM 
， 图 ?9.5 真 核 基因 在 大 肠 杆菌 体系 中 表达 方式 示意 色 。 


P， 原 核 启动 子 。 O. -原核 操纵 基因 。 SD. 核糖 体 结合 位 点 。 X. CRRARS 
TGATG. 终止 密码 与 起 始 密码 子 的 重 倒 序列 。 棚 黑 线 为 原核 操纵 子 部 分 。 
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KLEMM ATRRAN CADHRAAPRA MEW ADR. MA 
9.5 所 示 ,这 一 表达 模式 是 :原核 启动 子 一 SD FARK ATG 一 原核 结构 基因 一 TGATG 
一 真 核 结构 基因 。 这 一 表达 模式 是 利用 .TGATG 序列 一 方面 TGA 终止 第 一 种 (原核 ) 
读 码 框架 的 翻译 , 另 一 方面 ATC 起 始 第 二 种 ( 真 核 ) 读 码 框架 的 翻译 引 革 中 A 是 公用 的 。， 
作者 证 明 ， a 一 种 读 码 框架 的 翻译 效率 高 约 倍 。 


? 


eu HOB IRE AT Hi 体系 中 的 表达 设计 


根据 上 述 真 核 基因 在 大 肠 杆菌 中 表达 的 必要 条 御 ,影响 表达 的 因素 ,表达 的 方式 以 及 ， 
各 个 特定 宙 核 基因 结构 的 特点 ;不 同 基因 表达 的 设计 是 多 种 多 样 的 ,但 是 ， 表 达 设 计 的 核 
心 是 如 何 利用 好 原核 记 动 子 。 所 以 ,以 下 分 别 介绍 不 同 启动 子 束 达 真 壕 基因 的 设计 ,包括 
i RAR Re | Ve | 


- 号 2 


/ 


weer ayes 


lac BAFAMB IEDR CRE LARA, 也 是 在 原核 基因 工程 中 
最 早 使 用 的 启动 子 。 MAIR, lac ) 操 纵 子 受 lac 阻 歇 物 的 负 调 节 及 CAP 的 正 调 节 ， 
在 组 建 lac 启动 子 的 表达 载体 时 , 常 保 留 lac'Ps O 部 分 ,去 除 ' CAP 的 识别 区 段 。1976 
年 ,Polisky 等 将 含有 部 分 : lac 操纵 子 的 转 导 型 噬菌体 [Cap lac5) DNA 的 Eco R1 }FBE 
插 人 到 Col El 衍生 质粒 中 ， 组 建成 一 种 含有 lac P、lac OO 和 大 部 分 半 乳 糖苷 酶 基因 
-的 杂交 质粒 。 在 此 基础 上 又 组 建成 含有 较 小 的 携带 式 ”lac 启动 子 片段 的 质粒 , 即将 含 
有 lacPJ OFT BARBS 8 个 密码 子 的 0203bp AY Hae IE 片段 与 用 Eco RI WF 
` 4289 pBR 322 DNA 平 端 连接 所 组 成 。 由 于 这 种 连接 使 连接 处 恢复 了 -Eco Rl; 切 点 ， 
用-EcoRI 消化 页 可 将 这 段 lac 启动 子 取 下 ;所 以 称 为 携带 式 。 含 有 这 种 质粒 的 细菌 可 
仅 组 成 性 地 合成 尹 半 乳糖 昔 酶 ;在 含 _X-gal 的 培养 基 王 可 以 形成 蓝 色 菌落 8 KEATS 
lacO 的 多 拷贝 消耗 了 lac 阻 遏 物 ， 导 致 染色 体 上 8& 半 乳糖 音 酶 的 去 抑制 而 引起 的 。lac 
Bat LAF CAP 位 点 突变 , 已 对 CAP 的 作用 不 敏感 ”为 了 表达 非 融合 蛋白 又 进 一 
步 改建 成 舍 有 95bp 的 Alu 1I 片段 的 奏 达 载体 ,后 者 含有 lac UVSy 去 除了 "CAP 结合 
位 点 、lacO 以 及 大 部 分 SD 序列 ,刚好 去 除了 8 半 乳 糖苷 酶 的 ATGo LUA, 不 同 实验 
室 组 建成 类 似 结 构 的 lac 启动 子 表 达 载 体 ) 常用 的 有 pUR222 (Rither, 1981), pPCS 
(1,2, 3) (Charnay 等 , 1978), pOP203-13, (Fuller, 1981), DB-gal 13C (Goeddel 4, 
1979) pOMPO (Charnay *%,1979), pGH6 (Goeddel 等 ,1979)\pWR- 系 列 ( 郭 礼 和 等 ， 
1984) 等 。 
() pUR222; 2.7kb, amp'5 带 有 lacP, O 以 及 Z 基因。 在 Z 基 因 中 有 多 连接 子 切 点 : 
Pstl\Taq 1, Acc 1, Hinc Il, Sal 1, BamHI & EcolR15 saleuesintition aihiihattins 
SOR ERIE, 可 以 表达 融合 蛋白 (图 9%6)o 
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图 9.6 pUR222 


pPG¢ 1, 2, 3: 4.4kb, Amp', fa pBR322\f7 ik. 在 单一 切 点 Eco RI 处 插 人 
外 源 基因 可 以 表达 带 有 .8 半 乳 糖苷 酶 头 8 个 氨基 酸 的 融合 蛋白 5 装 有 三 种 读 码 框架 。 j 


pOP203-13: ~4.5 kb, 来 源 于 pBR322， 带 有 lac UV5 和 所 动 子 和 - Eco RI 单一 切 


点 。 在 此 处 播 大 外 源 基 因 ,如果 框 架 正 确 , 可 以 表达 为 融合 蛋白 ， 后 者 含有 如 dbo 
头 7 个 氨基 酸 和 Eco R1 连接 子 编码 的 几 个 氨基 酸 (图 9%.7)8 

pp-gal 13C: 一 7kb， 由 pBR322 衍生 而 来 , HA lac 启动 子 以 及 -lac 马 eB AM 
段 , 后 者 编码 8 半 乳 糖苷 酸 N wk 1,005 个 氨基 酸 , 在 单一 切 点 Eco R1 处 插 人 外 源 基 因 ，。 
如 果 框 架 正 确 , 可 以 表达 大 的 融合 蛋白 ,在 细菌 内 比较 稳定 (图 29.8)6 

一 些 真 核 基因 采用 ,lac 表达 载体 在 大 肠 杆 菌 中 进行 了 有 效 的 表达 ,分别 介绍 如 下 二 

bP: 生长 激素 释放 抑制 因子 (somatostatin). 

生长 激素 释放 抑制 因子 是 只 有 14 个 氨基 酸 的 短 肽 。 由 于 它 的 氨基 酸 序列 早已 清 想 ; 
又 有 敏感 的 放射 免疫 检测 方法 ， 所 以 它 成 为 真 核 基因 在 大 肠 杆 菌 体系 中 表达 成 功 的 第 一 
企 例 子 。1977 年 Itakura 等 按照 生长 激素 释放 抑制 因子 的 氨基 酸 序列 ;人 工 合成 了 它 的 
A, Aga Eco RI 和 BamHl (hin, TS. lac 启动 子 的 表达 载体 连接 (图 -9.9)5 
在 其 基因 Eco R1 位 点 前 有 一 段 较 长 的 8 半 乳 糖苷 酶 片 肌 ,可 组 合 8 半 乳 糖苷 酶 = 生长 激 
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素 释放 抑制 因子 的 融合 蛋白 ,然后 在 试管 内 用 省 化 氰 在 甲 硫 氨 酸 处 切割 ,成 为 有 活性 的 生 
长 激素 释放 抑制 因子 。 在 外 源 基因 与 表达 载体 连接 时 ， 前 者 的 读 码 框架 与 8 半 乳 糖苷 酶 
的 框架 是 一 致 的 。 采 用 省 化 氰 在 甲 硫 氮 酸 处 切割 以 去 除 融 合 的 细菌 多 肽 的 办 法 ， 已 广泛 
地 用 于 其 他 多 肽 的 表达 。 
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图 9.9 人 工 合成 的 生长 激素 释放 抑制 因 了 于 基因 在 大 肠 杆 菌 
中 表达 的 设计 方案 ( 引 自 Harris, TIR. 等 ，1984)。 


B-Gal. B¥ ART; Som. 生长 激素 释放 抑制 因 于; CNBr. BLM 

2. 胰岛 素 | 

胰岛 素 具 有 A、B 两 条 链 ，A 链 21 个 氨基 酸 , BH 30 个 氨基 酸 。 按 照 生长 激素 释放 
抑制 因子 的 方案 ,也 可 以 使 胰岛 素 基因 在 大 肠 杆菌 中 获得 有 效 表 达 。 1978 年 Crea 等 人 
工 合成 了 胰岛 素 的 A 和 了 链 基因 ,每 个 均 含 有 Eco R1 和 Bam HI 粘 末端 。1979 年 Goe- 
ddel 等 采用 lac 启动 子 载体 ,成 功 地 表达 了 胰岛 素 A- 或 B-8 半 乳 糖苷 酶 融合 蛋白 ,其 表 
达 量 约 占 整个 菌 体 蛋 白 的 20 多 , 比 生长 激素 释放 抑制 因子 的 表达 量 高 10 倍 。 但 是 ,这 一 
融合 蛋白 是 不 溶性 的 。 为 了 使 A、B 肽 链 重新 组 合 ， 融 合 蛋白 必须 成 为 可 溶性 的 , 8 半 乳 
糖苷 得 必 须 去 除 , 肽 链 和 要 $ 磺 化 。 经 过 重新 组 合 就 可 以 获得 有 活性 的 胰岛 素 。 

另 一 条 途径 是 人 工 合成 一 个 编码 胰岛 素 原 的 基因 , 即 天 然 胰岛 素 的 前 体 。 为 此 : 先 要 
合成 前 胰岛 素 原 ,后 者 由 N 端 信号 序列 接着 B 链 .连接 C 肽 和 C 端的 A 肽 所 组 成 。 在 分 刻 
过 程 中 , 信号 多 肽 可 被 切割 去 除 而 形成 胰岛 素 原 ， 然 后 在 两 个 胰 毒 敏感 的 位 点 处 《Ar8- 
Arg, Lys-Arg) 加 工 而 去 除 C 肽 ,从 而 产生 有 活性 的 胰岛 素 。 

我 国 郭 礼 和 采用 类 似 的 方法 ,使 胰岛 素 原 基因 与 8 半 乳 糖苷 酶 基因 融合 ,也 在 大 肠 杆 
菌 中 获得 高 效 表 达 。 

3. B AERA 

8 AME RA SE — Bh Bw RS HR, @ 31 个 氨基 酸 。 小 鼠 的 8 内 啡 肽 与 人 的 相 
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WE, RA PRA BZE 27 位 小 鼠 是 - His， 人 是 Tyr; 在 31 位 ;小 鼠 是 Gln, AZ Gly, 
Shine 等 (1980) 采用 lacP, O 和 8 半 乳 糖苷 酶 在 N 端 融合 的 办 法 成 功 地 使 小 鼠 . 8 PE 
肽 在 大 肠 杆 菌 体 系 中 获得 表达 。 他 们 以 小 鼠 促 肾上腺 皮质 激素 (ACTH) 和 促 脂 肪 激素 
(LPH) 的 前 体 肽 的 cDNA 克隆 作为 5 内 啡 肽 cDNA 的 来 源 ,这 一 cDNA 片段 含有 
内 啡 肽 的 全 部 编码 序列 ,但 C 端 缺 Glno 组 建 时 'C 端 要 补 上 Gln 以 及 终止 密码 子 TGA。 
然后 与 8 半 乳 糖苷 酶 基因 连接 ， 并 使 读 码 框架 吻合 。 由 于 8 内 啡 肽 的 第 5 位 氨基 酸 是 
Met, 所 以 不 能 用 CNBr 切割 。 可 以 用 另 一 种 方法 切割 以 去 除 融合 部 分 。 在 8 内 啡 肽 基 
因 的 前 面 有 8 促 黑 素 细胞 激素 的 基因 ， 其 中 有 一 个 对 胰 酶 切割 敏感 的 Are 位 点 ， 而 在 
8 内 啡 肽 内 部 则 无 此 切 点 。 在 8 内 啡 肽 中 的 Lys， 则 可 设法 各 免 胰 酶 的 作用 。 这 样 经 过 
病 酶 消 伦 可 以 获得 具有 活性 的 6 内 啡 肽 。 

4. 卵 白 蛋 白 

1978 年 Mercereau-Puijalon 等 采用 具有 EcoRl 单一 切 点 (在 8 半 乳 糖苷 酶 的 第 8 
个 密码 子 后 ) 的 lac SFR, 利用 平 末端 连接 卵 白 蛋白 cDNA 克隆 的 Hhal Fr 
Eo 框架 吻合 ,形成 2 A PL 卵 白 蛋白 融合 蛋白 。 在 此 蛋白 中 ， 原 卵 白 蛋白 N 端的 
5 个 氨基 酸 已 被 去 除 , 换 上 8 半 乳 糖苷 酶 N 端 的 8 个 氨基 酸 。 这 是 分 子 量 大 于 40,000 的 
真 核 基因 在 大 肠 杆菌 中 表达 的 首次 报告 。 但 是 表达 水 平 不 高 ,这 可 能 是 因 转录 或 翻译 效率 
不 高 ,或 者 被 菌 体 内 的 蛋白 酶 类 所 降解 ,也 可 能 是 密码 子 的 使 用 不 是 大 肠 杆 菌 所 常用 的 。 

5. 人 生长 激素 (HGH) 

1979 Gocddel 等 将 HGH 基因 置 于 lac 启动 子 ( 双 拷贝 (pGH6) 下 游 ， 获 得 
了 有 效 表达 。 他 们 首先 从 HGHcDNA 中 克隆 出 551bp 的 Haelll 片段 ,后 者 编码 _HGH 
揭 24 一 191 位 氨基 酸 ; 另外 人 工 合成 一 个 基因 片 侦 ， 包 括 ATC 以 及 编码 1 一 24 位 氨基 
酸 的 序列 。 两 个 片段 分 别克 隆 到 pBR322 上 ，cDNA HERA dC-dG 连接 插 人 pBR322 
AY Pst-1 fr Ash; ALARA RA EcoR1l 及 Hind Ill 两 末端 , 插 人 和 人 pBR322 的 相应 位 
点 处 ; 从 后 者 取出 EcoR1-HaeIII 的 ,77bp FrBe, Mav @AVH HaeIII-Xmal 的 512bp Fr 
疏 ,两 者 连接 ,用 EcoR1 和 Sma 1 消化 ,使 之 一 端 为 EcoR1 粘 未 端 , 另 一 端 为 平 未 端 , 然 
后 插 人 pGH6 表达 载体 Cac 启动 子 为 双 拷 贝 )， 从 而 获得 表达 。 它 与 胰岛 素 和 .6 AME 
肽 融合 多 肽 不 同 ，HCGH 是 可 溶性 的 。 在 lac SD 4 HGH 的 ATG 之 间 的 距离 为 11 
bp 时 ;表达 较 好 。 大 肠 杆菌 产生 的 HGH 与 自然 的 一 样 具有 相同 的 活性 ,氨基 酸 的 序列 
与 二 硫 键 的 位 置 也 与 自然 的 一 样 ,只 是 在 N 端 多 一 个 Met。 

由 上 可 见 ,不 同 的 真 核 基因 应 采取 不 同 的 表达 方案 。 迄 今 为 止 ， 采 用 lac 表达 载体 
来 表达 的 真 核 蛋 白 还 有 多 种 ,例如 大 白鼠 胰岛 素 原 (分 子 量 12,000)、 胸腺 素 al (3,100), 
亮 内 啡 肽 (600) ,ea 新 内 啡 肽 (1,200)、8 内 啡 肽 (3,200)、Rous 肉瘤 病毒 (RSV) BAR 
Bi (src) (60,000)、 单 纯 疱 疹 病 说 〈HSV) MOM RE (TK) (43,000)、 家 免 8 珠 蛋白 
《19,000)、 人 8 干扰 素 (20,000)、 人 wm 和 om 干扰 素 (20,000) \ 流 感 病毒 血 凝 素 (61,000)、 
乙 型 肝炎 病毒 核心 抗原 (HBcAg)(19,000 或 22,000)、 乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 (HBsAg) 
(22 ,600)、 多 瘤 病 毒 t 抗原 (20,000), SV40t 抗原 (19,000) 等 。 

当 使 用 lac 表达 载体 时 ,为 了 寻找 SD 与 ATG 之 间 适 合 距离 ,而 表达 的 基因 产物 
又 缺少 检测 方法 时 ， 可 以 采用 如 下 方案 :将 外 源 基 因 的 3 端 与 8 半 乳 糖 昔 酶 基因 相连 
接 ， 然 后 把 携带 式 lac 启动 子 置 于 这 一 融合 基因 的 前 面 ， 在 连接 前 用 Bal31 消化 ， 使 
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SD 与 外 源 基因 ATG 之 间 有 不 同 距离 ， 然 后 在 X-gal 培养 基 上 选 出 蓝 色 较 深 的 菌落 ? 
即 选择 到 SD 与 ATG 之 间 有 适合 距离 ,表达 水 平 较 高 的 菌落 ， 最 后 再 切 去 6 YS 
酶 部 分 。 


二 、trp 启动 子 


大 肠 杆 菌 trp 操纵 子 调控 一 连 串 5 个 基因 ,其 基因 产物 可 催化 合成 色 氨 酸 。 图 9.10 
是 trp 操纵 子 的 示意 图 。 


eet trpE trpD trpC trpB trpA | 

PO) a P2 
9.10 AR trp 操纵 子 示意 图 。 
a. trp 弱化 基因 ; px 低 水 平 内 部 启动 子 。 

如 将 大 肠 杆菌 trp 操纵 子 组 建 在 一 个 质粒 上 ，55 个 基因 的 表达 水 平 很 高 ,在 用 IAA 
BZA RAP OAD SARS AA 20-25%, a trp 是 一 个 很 强 的 启动 子 。 各 
1980 年 以 来 ， 多 种 带 有 up 启动 子 的 表达 载体 相继 组 建成 功 。- 这 种 载体 有 两 类 , 二 类 
是 用 于 表达 融合 蛋白 的 ， 另 一 类 是 用 于 表达 非 融合 蛋白 。 用 于 表达 融合 蛋白 的 载体 含有 
trp FRAZER trpO、 领 先 序 列 和 弱化 基因 (attenuator)、 全 部 trpE 和 部 分 trDD 
基因 ， 或 者 再 加 上 多 连接 子 位 点 。 由 于 trpE、D 基因 长 度 不 同 又 可 组 建成 多 个 衍生 物 ， 
将 外 源 基 因 插 在 多 连接 子 位 点 处 ,框架 要 吻合 ， 在 大 肠 杆 菌 trpR+ 宿主 细胞 向 《例如 C 
600trpR ), 用 IAA 诱导 ,可 以 获得 高 度 表 达 。 用 于 表达 非 融合 蛋白 的 载体 含有 trpP .0O 以 
及 转录 起 始 后 一 段 序列 ,或 包括 S.D 序列 多 连接 子 位 点 5 将 外 源 基 因 插 在 多 连接 子 位 点 
处 , SD 与 ATG 之 间距 离合 适 , 在 trpR+ 宿主 细胞 中 ,在 IAA 的 诱导 下 ,可 以 高 效 表 达 。 
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为 便于 基因 操作 , 现 有 商品 trp 启动 子 片 段 出 售 , 这 种 trp 启动 子 片 段 的 结构 为 : 单 
一 限制 性 内 切 酶 切 点 一 trpP、O 一 领先 序列 一 SD 一 多 连接 子 位 点 。 

常用 的 表达 融合 蛋白 的 trp 载体 如 下 。 

ptrpEDS-1; 由 Hallewell 等 (1980) 组 建 ,6.7kb， 含有 trp 启动 子 , 在 trpD 中 有 
Hind (i 单一 切 点 , 在 此 位 点 插 人 外 源 基因 可 以 表达 融合 蛋白 ， 后 者 包括 trpD 蛋白 N 
端 75 个 氨基 酸 以 及 外 源 多 肽 (图 9.11)。Tacon 等 (1980) 将 此 质粒 加 以 改造 ， 外 源 基 因 
. 可 以 有 三 种 框架 插 和 人 Hind Il 单一 切 点 ， 融 合 蛋白 中 包括 trpE 的 头 7 个 氨基 酸 。 经 
过 改造 的 三 种 框架 质粒 称 为 pWT111, pWT121, pWT131, & 制 子 与 ptrpED5-1 是 
相同 的 ,为 PMB1，4.8kb， 带 有 Amp’ 基因 。 

PNCV: 由 Goeddel 3 (1980) 组 建 ，4.5kb， 复 制 子 是 pPMB1， 带 有 trp 启动 子 ， 
trTpALEi413， 并 把 trpLE 的 终止 密码 去 除 , 接 上 EcoR1-Pst.1-EcoR1 的 人 工 接头 ， 保 
留 原 来 pBR322 的 tet' 基因 。 trp 启动 子 缺少 弱化 基因 区 段 ; 甚至 含有 过 量 的 色 氨 酸 
时 ,也 能 部 分 诱 生 ( 图 9.12)。 
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常用 的 表达 非 融合 蛋白 的 trp 载体 如 下 。 

pDR720; fh Bennett 实验 室 组 建 (1982), 约 4.0kb, 含有 trpP,O 以 及 Sall, Bam 
H1, Smal 3 个 单一 切 点 ,分 别 位 于 十 14, +20, +27bp 处 (图 9.13)。 

ptrpL1:， 由 Edman 等 (1981) 组 建 ， 约 4.6kb， 带 有 trp 启动 子 和 trp LSD 序列 。 
在 trp LSD 序列 下 游 3bp 处 有 单一 Clal WA. 在 启动 子 上 游 有 HindIlI 单一 切 点 。 
用 Clal 切割 后 , 造成 的 突出 部 分 用 大 肠 杆菌 DNA 多 聚 酶 1 Klenow 片段 修补 ， 然 后 
再 用 Hind I 消化 可 以 分 离 出 带 有 trp 启动 子 的 片段 。 这 一 携带 式 启 动 子 可 以 放 在 要 
表达 的 真 核 基因 前 面 来 表达 非 融 合 蛋白 。 另 一 方面 ,在 此 质粒 的 Cl 1 切 点 处 也 可 以 直 
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接 插 人 外 源 基 因 ，, 使 外 源 基 因 的 ATG BRET SD 序列 的 下 游 (图 9.14)。 

一 些 真 核 基 因 在 trp 表达 载体 中 获得 了 有 效 表 达 , 现 就 几 个 主要 的 介绍 如 下 。 

1. 鸡 瘟 流感 病毒 血 凝 素 〈Emtage 等 ，1980; Heiland 等 ，1981) 

将 鸡 瘟 流感 病毒 血 凝 素 CHA) 基因 的 cDNA 克隆 , 插 和 人 PWT121 的 Hind Ill 位 
点 处 ,所 表达 融合 蛋白 的 组 成 应 是 : trpE 的 头 7 个 氨基 酸 ,来 自 连接 子 的 6 个 毛 基 酸 , 来 
自 HA cDNA CdT)» AN 6 SAA RR, KA HAcDNA 5 端 非 编码 区 的 7 个 氨基 
酸 ,来 自 HA 信号 序列 和 结构 基因 的 558 个 氨基 酸 , 来 自 C 端 Hind III 接头 的 5 个 氨基 
酸 ,一 共 是 589 个 氨基 酸 。 但 是 表达 的 多 肽 ,根据 PAGE 的 结果 , 却 比 推算 的 要 小 ， 说 明 
表达 的 多 肽 在 菌 体内 发 生 了 某 种 加 工 。 其 表达 量 很 低 ， 这 可 能 是 真 核 基因 中 信号 多 肽 未 
去 除 的 缘故 。 如 果 把 HA 中 的 信号 多 肽 去 除 , 可 以 大 大 提高 其 表达 量 。 

2. 口 蹄 疫病 毒 (FMDV) VPI (Kleid 等 , 1981) 

采用 上 述 pNCV 一 类 质粒 ， 质 粒 上 有 trp 启动 子 ，trp ALE1413 与 FMDV 的 
VP1 基因 相 融 合 。 其 特点 是 ,有 190 个 氨基 酸 的 trp LE 片段 是 不 溶性 的 , 可 以 抵抗 蛋 | 
白水 解 ;其 次 ,由 于 去 掉 了 弱化 基因 位 点 ， 以 致使 任何 mRNA 的 二 级 结构 导致 碱 弱 的 作 是 
用 可 以 避免 《Yanofsky，1981)。 表 达 的 融合 蛋白 trp LE-VP1 % 44,000, RNAS 
ASBAN 17% 5 

3. 人 aA FPR (Goeddel 4, 1980) 

ATERA cA 干扰 素 基 因 中 的 信号 序列 ,利用 在 oA 和 王 扰 素 基 因 的 第 一 和 第 二 个 
密码 子 中 有 Sau3a WHA, 首先 分 离 出 34bp 的 Sau3a-Avall 片段 ， 加 上 一 个 人 工 接 头 
含有 EcoRl 粘 末端 和 :ATG 启 始 密码 子 , 然 后 与 其 他 的 片段 相连 接 ， 组 成 完整 的 人 oA 
于 扰 素 基因 (无 信号 序列 ) EcoR1-Pst… 1 FE MARA trp 表达 载体 ,后 者 含有 
trp P, O 和 SD 序列 以 及 EcoR 1 位 点 。 结果 获得 高 水 平 表达 (2.5 X 10°u/L) A 
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~ 9.15), 

4. K\ BFR (Goeddel 4, 1980) 

由 于 人 8 干扰 素 基因 中 缺少 合适 的 酶 切 点 ,所 以 要 表达 成 熟人 8 干扰 素 基因 (去 信号 
序列 ) 必 须 采 取 另 一 种 设计 方案 。 如 图 9.16 所 示 ,首先 从 含有 人 8 干扰 素 cDNA 全 序列 
的 质粒 上 切 出 Hhal 片段 ,变性 后 与 人 工 合成 的 一 段 引 物 进行 退火 ,后 者 含有 ATC 和 编 
码 成 熟人 8 干扰 素 头 4 个 氨基 酸 的 序列 ,然后 用 DNA 多 聚 酶 Klenow 片段 进行 修复 合 
成 ;与 此 同时 , 酶 的 3 一 % 外 切 酶 活性 可 以 去 除 3 端的 突出 部 分 使 成 平 未 端 , 然 后 用 Pstl 
分 离 出 141bp 片段 ， 再 与 基因 的 其 余部 分 连接 成 为 完整 的 成 熟人 8 干扰 素 基因 。 将 此 基 
因 插 人 trp 表达 载体 ， 后 者 带 有 trp P、O 和 SD,， 从 而 获得 高 效 表达 。 进 一 步 研 究 表 

BH, SD 与 ATG 之 间 的 距离 为 8bp 时 ,表达 量 最 高 。 


Sau3a Sau3a Sau3a Sau3a 


Pst 1 Avall Bgl Il Byl ll | Ana A Pst | 
| ee ¢ | 4 
Ee 
7 4bp Subp 679bp 
, SN 
yay il 2 3 2 418) 1 
/ gly cys asp leu arg arg thr leu 
/ =<GGCTGTGATCTG= AGG AGG ACC TTG— 
一 CCGACACTAGAC TCC TCC TGGAAC— 
Sauga, Avall Ayal Bely Bagh 11 a St fe 
分 离 34bp 片 自 ‘a Subp ly Fe 4} AUT bp ly Py 
@m DNA ee 
S‘AATTCATGTGT 、 GATCTG__AGGAG 
5 GTACACACTAG AC" TCC-TCETG 
TADNA ESE if 
hey = 8 12 13 ’ 
met cys asp leu arg arg Avall Bgl ll Bel II Bel Il Pse 


AATTCATG TGTGAT CTG— AGGAG 
TACACACTAGAC— TCCTCCTG 


EcoR 1° 45bp Avall 1S0bp 670bb 
TADNA iE TE fi 
EcoR I PstI 
EcoR | met cys asp 
AATTCATG TGT GAT Pst! 
GTACACACTA © 


865 bp 


图 9.15 A aA 干扰 素 基因 的 构建 ( 引 自 Goeddel ¥, 1980), 
采用 trp 启动 子 来 表达 的 真 核 蛋 白 还 有 : 大 生长 激素 (HCH) (4 FHA 24,000), 
Rous 肉瘤 蛋白 激酶 〈src) 《60,000)、 滤 泡 性 口腔 是 病毒 G 蛋白 (62,000)、 乙 型 肝炎 病毒 
表面 抗原 CHBsAg) 〈《22,600)、 乙 型 肝炎 病毒 核心 抗原 CABcAg) (22, 000), A a, & 
FRR (20,000). A 7 干扰 素 (17,000) 人 血清 白 蛋白 (67,000)、 凝 乳 酶 (35,000) 等 。 


三 、tac 启动 子 


tac 启动 子 是 由 try 启动 子 一 35 区 、lac UV-5 与 启动 子 一 10 KRW lac O 所 
组 成 , 受 lac 阻 遏 物 调节 ,在 lac P 宿主 菌 中 ,启动 子 受 抑制 ， 加 IPTC 后 可 以 去 抑制 。 
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Hhal Pst! Pst] Bgl Il Pst I Hha I 


¢ ¢ 
G TCCATG AACTGA CCoC 
=—CCCC-AGGT ACT TGACT aco ttn 
2200p ee 363bp —s 320DB Se = 
gle 


加 §*-ATGAGCTACAAC 
a5 '-CATGAGCTACAAC 


ATGAGC TACAAC Pst | Bel it 
(C) A A pats 
3'm=sCCCC—AGG TACTCGATGTTG 分 离 3636p 片 段 


DNA % fi 
Klenow F 


Pst I 
(C)ATG AGC TACAAC 
(G)TACTCGATGTTG 


Pst I 
分 离 14lbp 片 段 


三) 2 3 4 46 47 48 49 50 166 

met ser tyr asn gin feu gin gln phe ‘ asn 
MCVATG AGC TACAAC.._-_CAGCTGOA GCAGT TGa. Ls AAC TGA A 
4G)TAC TCG ATGTTG GTCG ACGTCGTCAAG-————T TG ACT TC TAG 


141 bp 363bp 
T4 DNAj& HEB 
Bgl Il 
1 2 166 
~ mer - Ser 2 asn 
11) 
(JEGAGC- :st ree eee 
“(G)TACTCG TTGACT TCTAG 
504bp 


图 9.16 人 86 于 扰 素 基 因 构 建 图 。 

常用 的 tac 表达 载体 如 下 。 

pDR540; 带 有 tac 启动 子 , 7 +35 fit, lac SD 下 游 Sbp 处 有 单一 BamH1 WA, 
Amp’ 以 及 Gal K 编码 区 (图 9.17) (Russel 等 , 1982)。 

ptacl2; 约 26kb， 含 tac 启动 子 ， 用 EcoR1 和 pVUIL 消化 后 可 以 分 离 出 含有 和 启 
动 子 的 约 260 bp HE KB DNA 有 tac 启动 子 和 lac 领先 序列 。 pVU I 位 点 在 
lac Z 基因 SD 序列 下 游 Sbp 处 。 这 种 携带 式 启 动 子 可 以 插 人 待 表 达 基因 的 起 谷 密 冰 
子 的 前 而 ,来 表达 非 融合 蛋白 (图 9.18) (Amann 等 , 1982)。 

BAS (1985) 采用 tac 启动 表达 了 HBcAg; 吴 淑 华 等 (1985) 采用 tac 启动 子 
表达 了 人 8 干扰 素 。 


OP 启动 子 


在 正常 鸣 菌 体感 染 周 期 中 ，Pr 启动 子 控制 DNA 的 早期 左 向 转录 ， 通 过 N 基 因 到 
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RH, EX LEH, BRAGA clts 变异 的 深 源 . 


_ MDNA Hind IlI-BamH1}7 £48 A pBR322 的 Hind III 
.和 BamHI 位 点 处 构成 ， 插 人 区 段 含有 PL 启动 子 序 


into P, 是 一 种 强 启动 子 ， 受 ol 基因 产物 ( 阻 遏 物 的 调节 控制 ， 在 随后 的 感染 中 又 受 
cro 蛋白 的 调节 。 当 Pr 启动 子 克隆 到 质粒 时 , 常 使 质粒 不 稳定 , 这 可 能 是 因为 高 水 平 的 
转录 对 DNA 复制 产生 有 害 的 影响 , 克服 的 办 法 是 将 pDR540 
带 有 PL 启动 子 的 质粒 转化 到 能 够 抑制 P 转录 的 宿 “ ~4000 PP) 


性 细菌 《cits857)。 在 28—32°%C 培养 时 ,产生 cI， 抑 
fill Py 转录 ; 培养 温度 上 升 至 42*C 时 ，cl 基因 不 能 
正常 产生 cl, PL 解除 抑制 , 在 短期 内 可 以 大 量 转录 。 
一 般 来 说 Pr 启动 子 比 lac 启动 子 要 强 8 一 10 倍 。 

Aen PL 表达 载体 有 两 种 ， 一 种 是 表达 融合 蛋 
多 的 , 另 一 种 是 表达 非 融合 蛋白 的 。 

pKC30; 约 6.4 kb， 带 有 12PL 启动 子 , 在 十 321 
位 点 处 有 Hpal 单一 切 点 。 该 质粒 是 将 2.4 kb 的 


列 、N 基因 产物 识别 序列 (nutL)、N 基因 本 身 以 及 


强 的 依赖 rzho 的 转录 终止 信号 tre Hpal 位 点 位 于 图 9.17 pDR540 


EcoRI 


=35 trp 


ee “10 lac 
INS 


图 9.18 ptacl2 


“221 


Hind 


EcoRI 


9.19 pKC30 


N 基 因 编 码 区 内 (图 9.19) (Shimatake 4, 1981), 
pLC24; 3.3kb, 含有 2PL 启动 子 和 MS2 噬菌体 多 聚 酶 基因 及 核糖 体 结合 位 点 4S 


图 9.20 pLC24 
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序列 )。 在 BamH1 或 Hind Il 位 点 处 插 和 人 外 源 基因 ,如 果 框 架 正 确 ， 可 以 表达 融合 蛋 
白 , 后 者 含有 MS2 多 聚 酶 的 98 个 氨基 酸 (图 9.20) (Derynck 等 ,1980)。 

”PCP All. pCP3 (7.05kb), pCP39(~5.2kb) 和 pCP40 (~5.2kb) 均 带 有 PL A 
HF. Amp’ 基因 以 及 失控 复制 质粒 pK402 序列 。 在 Pr 启动 子 下 游 有 多 人 工 接头 ， 可 
以 插 人 外 源 基 因 。 但 是 在 Pr 启动 子 的 下 游 没 有 SD 序列 ， 揪 人 的 外 源 基 因 必 须 带 有 
SD 序列 以 及 真 核 基因 的 . ATG 才能 表达 。 由 于 有 失控 复制 质粒 pDKN402 序列 ,在 提高 
培养 温度 至 42°C 时 ,质粒 的 找 贝 数 可 以 明显 增加 ,因而 基因 产物 也 可 明显 增加 《图 9.21) 
(Remaut 等 ，1981)。 


EcoRI-Bam -Xba-Sal-Xba 
-Sal-Xba-Pst-Bam -Hind lll EcoRI -Bam-Xba-Sal-Xba-Sal-Xba-Pst | EcoRI-Bam-Hind [Il-Xba-Pst 


Hinc Il} BglII 
Haell 


pCP3 pCP39 pCP40 
9.21 pCP 系列 


PL nufL 


图 9.22，pAS1 


pAS1: 约 5.0kb. 它 带 有 Pr 启动 子 、2CII、SD 序列 以 及 ?clII 基因 的 ATG。 这 
一 质粒 来 源 于 pPKC30， 即 在 pKC30 的 HpaI 位 点 处 插入 了 ?4cII 基因 ， 再 用 外 切 酶 
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消化 直至 保留 1c Il 基因 的 ATG, Ti ATG 中 的 G 则 是 Bam H1 位 点 〈《G4GATCC) 
的 第 一 个 核 苷 酸 。 使 用 时 用 Bam HI1 切 开 ， 用 S1 核酸 酶 去 除 突 出 部 分 。 要 表达 的 基 
因 使 改造 成 缺少 第 工 个 密码 子 的 平 未 端 。 两 者 平 末 端 连接 ， 可 以 表达 非 融合 蛋白 《图 
9.22) (Shatzman 等 ，1982)。 

pPL.245: 2873bp， 它 含有 1Pi 启动 子 、MS2 MAS Hl HEAR SD 序列 和 
ATG。 其 中 ATG 位 于 SD 序列 下 游 第 6 个 核 苷 酸 处 ， 而 ATG 中 的 G 是 Sall 位 点 
(G'TCGAC) 的 第 1 个 核 背 酸 ,， 在 Sal | 之 后 接着 还 有 Xba I、Pst1、Xhal #1 Hind 
Ill 位 点 。 使 用 时 , 先 用 Sal | 消化 , 再 用 S1 核酸 酶 切 去 突出 部 分 ， 使 之 成 为 ATC HF 
末端 ,外 源 基因 与 之 平 未 端 连接 ,可 以 表达 非 融 合 蛋白 (图 9.23) (Remaut 等 , 1983)o 


pPLc248 
2873bp 


Psey Bgil pgicl 
在 ATG 起 始 密码 子 附 近 的 序列 : 


AGGATTACCC | ATG | TcGAcccTCcTAGAGCCcTGCAGCGTCTAGAGCCAAGCTT 


sD ~ Sall Xbal Pstl Xbal Hindlll 
9.23 pPLce245 ! 


下 述 真 核 基因 在 Pr 表达 载体 中 能 获得 有 效 表 达 。 

1. SV40t 抗原 

SV40t 基因 的 5 端 没 有 合适 的 酶 切 点 ,用 Bal 31 外 切 酶 随机 消化 ,使 t 基因 第 2 个 
密码 子 的 第 一 个 核 背 酸 G (ATG GAT…) 与 补 齐 的 Ava I 位 点 融合 〈…CCCGA)， 或 
---CCCGAGAT:++ 用 Ava I 消化 ， Mung bean 核酸 酶 补 平 , 与 pAS1 平 未 端 连接 ,表达 
非 融 合 的 抗原 ,产量 约 为 菌 体 蛋 白 的 10 多 左右 。 

2. 小 鼠 金 属 硫 和 蛋白 (metallothioneine) (MT) 

小 鼠 MT 基因 第 二 个 密码 子 中 有 一 个 Ava II 酶 切 位 点 (5 了 …ATG4IGAC CCC…3”)， 
该 基因 用 Ava II WIA, DNA 多 聚 酶 补 平 ; pAS1 用 BamH 1 消化 ，Mung bean 核酸 
酶 修平 ,两 者 连接 可 以 表达 非 融 合 的 小 鼠 MT。 

3. 人 aD 型 干扰 素 

作者 等 采用 pKC30 表达 载体 以 及 TGATG 序列 ,使 人 aD 型 干扰 素 在 大 肠 杆菌 中 
获得 高 效 表达 。 

在 PKC30 中 Py .启动 子 下 游 有 一 单一 Hpal WA FA Hpa | WH pKC30, & 
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人 aD 于 扰 素 cDNA 的 Hae Il 片段 连接 ， 由 于 Hpa II 刚好 在 编码 N 蛋白 第 59 个 氨 ' 
基 酸 的 核 昔 酸 后 切 开 , 而 干扰 素 基 因 的 Hae Il 切 点 却 位 于 编码 干扰 素 信号 多 肽 的 第 二 
个 氨基 酸 的 第 一 个 核 背 酸 后 , 这 样 的 连接 使 人 oD 型 干扰 素 基因 由 原来 的 正确 的 第 一 种 
读 码 框架 改 为 第 二 种 读 码 框架 。 因 此 ， 在 第 8 个 信号 多 肽 处 就 遇 到 TGATG， 重 新 恢复 
了 第 一 种 正确 读 码 框架 ,去 除了 N 蛋白 融合 部 分 (pBV867) (图 9.24)。 


-50 7. 2h -30 -20 -10 +] +10 
TTATCTCTGGCGGTGTTGACATAAA TACCACTGGCGGTGATACTGAGCACATCAGCAGGA 
; ‘ *mRNA 


+131 6 t, 
~-=------- -GG pa SAR aa es .« GETLCET’ CEC COT Te.crT 
S.D. pKC30 IFNaD 


M 
TAC TGA TG GTC CTG GIG GTG CTC AGC TGC AAG TAC ACC TGC TCT 


图 9.24 pBV867 部 分 序列 。 > 


采用 Pr 表达 载体 表达 的 真 核 蛋 白 还 有 许多 ， 例 如 入 8 FHR(20, 000), FMDV- 
VP1 (24,000) 4, 


五 、8 ARB BMT 


内 酰胺 酶 基因 是 pBR322 上 的 Amp’ 基因 ,全 序列 已 经 清楚 ， 在 第 181 和 第 182 
密码 子 中 有 一 Pst 1 切 点 。 6 内 酰胺 酶 启动 子 是 一 个 较 弱 的 启动 子 。 利 用 pBR322 或 
其 衍生 物 如 pAT 153 中 Amp’ 操纵 子 的 6 内 酰胺 酶 启动 子 也 可 作为 真 核 基 因 的 表达 载 
体 , 在 Pst 1 位 点 处 插 人 外 源 基因 可 以 表达 为 181 个 氨基 酸 的 8 内 酰胺 酶 和 外 源 多 肤 的 
融合 蛋白 。 这 种 表达 载体 有 如 下 特点 。 

第 一 ，pBR322 中 Pstl 位 点 常常 是 真 核 cDNA 经 dG-dC 尾 连 接 的 克隆 位 点 , 由 
于 加 尾 的 长 度 不 同 ,在 插 人 外 源 基 因 后 的 框架 与 8 内 酰胺 酶 的 框架 有 1/3 的 机 率 吻合 , 因 
而 表达 为 融合 蛋白 ,，' 所 以 这 种 载体 可 以 说 是 克隆 和 表达 的 两 用 载体 。 表 达 的 水 平 虽然 不 
高 ， 但 常 可 通过 检测 外 源 基 因 是 否 表达 来 挑选 出 插 大 全 长 度 外 源 基因 的 重组 质粒 。 作 者 
RMA oD 型 干扰 素 基因 时 就 是 采用 这 个 办 法 。 

第 二 ,可 在 Pst 1 .位 点 组 成 三 种 框架 的 表达 载体 。 如 PKT 系列 (287, 288, 289) 即 
是 pBR322 的 衍生 物 。 在 Pstl 切 开 后 ,用 Bal31 消化 , 再 加 上 Pst 1 连接 子 而 组 成 三 
种 框架 的 表达 载体 。 

第 三 ,由 于 6 内 酰胺 酶 是 一 种 分 泌 性 蛋白 ,大 肠 杆 菌 可 以 识别 其 分 泌 信号 多 肽 序列 而 
切割 之 ,表达 的 融合 蛋白 可 以 被 搬运 到 细菌 周 质 中 ,不 易 被 细菌 酶 类 所 降解 。 

采用 这 一 表达 载体 表达 的 真 核 蛋 白 有 大 鼠 前 胰岛 素 原 (12,000)、 人 前 胰岛 素 原 
(12,000) AALAT MH (22,000), 大 鼠 催乳 激素 原 (22;,000)、 牛 生长 激素 (21,000)、 猪 肠 
促 胰 液 肽 (3,000)、 人 c 干扰 素 (20,000)、 尿 激酶 (35,000)、 小 鼠 二 氢 脱 氧 还 原 酶 (22;,000)、 
SV40t 抗原 (19,000)、HBcAsg (22,000) 和 HBsAg (22,600) 等 。 


7, Ip 启动 子 
lp 是 大 肠 杆菌 脂 蛋白 的 启动 子 。 由 lp 组 建 的 表达 载体 有 如 下 共同 特点 。 
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第 一 , 脂 蛋白 是 大 肠 杆 菌 最 丰富 的 蛋白 ,因此 ，lpp 是 大 肠 杆菌 最 强 的 启动 子 之 一 。 

第 二 , 脂 蛋白 是 菌 体 的 外 膜 蛋白 ,原始 合成 物 是 脂 蛋 白 原 ,N 端 有 20 个 氨基 构 序 列 的 
信号 肽 ,信号 肽 可 被 细菌 识别 并 切割 , 脂 蛋 白 可 被 搬运 到 细菌 周 质 。 所 以 ， 如 果 外 源 基因 
连接 在 信号 区 之 后 ， 外 源 蛋 白 可 以 籍 此 而 被 运送 到 细胞 周 质 中 。 

Masui 等 (1983) 组 建 了 一 系列 不 同 用 途 的 lpp 表达 载体 。 

1. pIN-1 系列 载体 

大 肠 杆菌 ]pp 基因 编码 由 78 个 氨基 酸 组 成 的 脂 蛋白 原 , N 端 有 20 个 氨基 酸 组 成 的 
信号 多 肽 。 其 mRNA 3 端的 2/3 具有 丰富 的 稳定 的 干 环 结构 , 3 端 有 不 依赖 rho AY 
转录 终止 信号 。1lpp 基因 的 表达 是 组 成 性 的 , 其 启动 子 区 段 (45bp) A-T 极为 丰富 ;在 
~—160bp 处 ，A-T 也 很 丰富 。 大 肠 杆菌 lp 基因 的 这 些 结构 上 的 特点 在 其 他 细 和 获 
lpp 基因 中 是 高 度 保守 的 ,因此 ,这 些 特点 可 能 与 其 有 效 的 转录 翻译 和 lpp mRNA 的 高 
度 稳定 有 关 。 

pIN-1 系列 载体 的 组 建 是 为 了 高 水 平地 、 组 成 性 地 表达 外 源 基因 。 棚 据 外 源 基 因 插 
.人 部 位 的 不 同 , 又 可 分 为 A、B、C 三 类 ,每 类 又 有 三 种 不 同 框架 的 插 人 点 ;以 1、2、3 表 
示 之 。 在 播 人 处 有 三 个 单一 切 点 : EcoR1、Hind II 和 Bam Hl。 这 类 系列 载体 的 部 分 
序列 和 质粒 的 物理 图 详 见 图 9.25 和 图 9.26。 | 
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图 9.26 piN-l MyM. 

A 位 点 : 包含 有 EcoR1、Hind II 及 Bam H1 的 22 个 bp 插 在 紧 接 着 ATC 之 
后 ,并 组 成 三 种 框 染 ,在 单一 切 点 之 后 均 有 终止 密码 子 。 如 果 插 入 的 外 源 基因 没有 终止 密 
码 子 的 话 , 也 不 致 于 读 过 播 人 的 基因 序列 。 此 外 ， 正 常 脂 蛋白 的 不 依赖 于 rho 的 转录 终 
止 位 点 依然 保留 ,以 有 效 地 终止 外 源 基因 的 转录 。 表 达 载 体 导 源 于 PBR322， 保 留 Amp 
基因 5 

B 位 点 : 单一 酶 切 位 点 的 序列 与 A 一 样 ， 但 是 插 人 在 紧 接 着 脂 蛋 白 信号 多 肽 编码 区 
之 后 。 外 源 基因 产物 是 一 种 与 脂 蛋 白 信号 多 肽 的 融合 物 ， 由 于 信号 多 肽 的 存在 ， 外 源 基 
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因 产 物 可 以 被 搬运 到 细菌 周 质 ， 同 时 信号 多 肽 被 切割 。 使 外 源 蛋白 局 限 在 细菌 周 质 的 优 
点 是 ,该 处 不 易 被 蛋白 酶 类 所 降解 ,并 且 又 易于 提纯 。 

C 位 点 ; 所 不 同 的 是 三 个 单一 酶 切 位 点 的 庆 列 《22bp) 插入 成熟 脂 蛋 白 的 编码 区 
不 论 那 一 种 框架 ， 表 达 的 基因 产物 为 信号 多 肽 十 脂 蛋 白 第 8 个 氨基 酸 十 外 源 多 肽 。 翻 译 
后 信号 多 肽 被 切割 后 ,杂交 和 蛋白 可 以 插入 菌 体外 膜 。 

由 图 9.26 可 见 ,在 PIN 系列 载体 中 lpp 基因 的 SD 序列 上 游 ， 有 单一 Xba 切 点 。 
如 果 外 源 基因 带 有 自身 的 SD 序列 的 话 ,也 可 以 在 此 切 点 插入 。 外 源 基因 的 扩 端 最 好 有 
EcoR1, Hind II 或 Bam H1 酶 切 点 ， 其 中 Bcll1、Bgl Il Hh Sau 3A 的 粘 来 端 可 与 


:BamH1 的 粘 末 端 相 匹配 。 由 于 载体 中 三 个 单一 酶 切 点 的 序列 是 EcoR1-Hinad III-Bam 


Hlo Alt, EcoR1-RcoR1, EcoR1-Hind IIJ, EcoR1-Bam H1, Hind II-Hind III, Hind 
II-Bam H1 或 Bam H1-BamH1 6 种 片段 均 可 插 人 载体 。 两 端 有 不 同 酶 切 粘 末端 外 源 ， 
基因 还 可 确保 揪 人 的 方向 。 如 果 要 播 人 的 外 源 基 因 没 有 适当 的 酶 切 位 点 ， 则 可 用 DNA 
连接 子 或 平 未 端 连接 。 如 果 外 源 基 因 的 长 度 过 大 又 没有 合适 的 酶 急 位 点 , 则 可 用 Bal 31 
随机 消化 ， 选 择 适 合 长 度 ， 修 平 或 补 齐 ， 加 连接 子 或 平 未 端 连 接 。 平 末端 连接 时 ， 三 种 
单一 酶 切 点 均 可 利用 ， 其 中 以 Hind Ul 比较 有 利 , 因 为 Hind II WH, theme, 
平 末端 连接 外 源 基 因 , 用 EcoR1 和 BamH1 切割 可 以 取 下 插 人 的 外 源 基 因 。 如 果 要 插 人 
的 外 源 基 因 的 框架 尚 不 铺 楚 时 , 可 以 用 三 种 框架 的 混合 质粒 进行 克隆 ,其 中 必 有 一 个 的 框 
AE IE TAN © 

必须 指出 的 是 ,采用 这 类 载体 表达 的 外 源 多 肽 ,在 其 N 端 ,由 于 连接 子 序列 的 参加 , 常 
有 少数 几 个 额外 的 氨基 酸 。 据 此 ,要 去 掉 N 端 的 多 余 氮 基 酸 残 基 , 才 能 获得 与 自然 产物 一 
样 的 多 肽 其 办 法 是 去 除 Xbal 和 克隆 的 单一 酶 切 点 之 间 的 片段 ,而 代 之 以 一 段 人 工 合成 ， 
的 DNA， 后 者 含有 表达 所 必须 的 核 音 酸 序 列 。 上 述 Xhal 的 位 点 位 于 ATG 上 游 14 
个 bp 处 。 

采用 plN-1 载体 表达 人 生长 激素 ， 产 量 可 达 菌 体 蛋 白 的 10-15%, KARA 
HA 〈VY-Ha-ras) HHA PIN-1 的 Hind Ill 位 点 ,可 以 成 功 地 表达 p2lo 
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9.27. piN-ll MWA 图 9.28 PIN-II 酶 切 图 。 
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图 9.29 piM 系列 载体 。 
A.p1MzI; B. piM-II; C. piM-IIl, 


2. pIN-I] 系列 载体 Say | 

pPIN-] 系列 载体 表达 外 源 基因 是 组 成 性 的 。 如 果 要 表达 的 外 源 蛋 白 对 细 昔 本 EA 
害 , 则 不 能 用 pIN-I 载体 。 因 此 ，pP1INII 的 组 建 解决 了 上 述 问题 。 在 此 ， 外 源 基因 的 表 
达 只 在 诱 生 剂 存在 下 才能 进行 。 

pIN-I] RAST PIN-I， 即 在 PIN-I AY Xbal 处 插入 了 一 毁 95bp 的 Alul DNA 
片段 ,后 者 含有 lacUV5 P.O 区 段 。 详 见 图 9.27, 插 人 区 段 刚刚 在 脂 蛋 白 SD 序列 的 
上 游 。 这 种 载体 只 有 在 IPTG 存在 的 条 件 下 才能 表达 ,而 PIN-II 的 宿主 菌 必 须 能 过 量 
产生 lac PAB, BY lac I HAP. 宿主 菌 可 用 JA221 (hsdR，AtrpE5，leu B6， 
jacY, recA, thi), 4&4 F’ (lac I%, lacZ*,; lacYt, lacAt, proA*, proBt), 因为 它 带 
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有 lac h 基因 ,可 以 过 量 产 生 lac SAH. 

如 果 在 Xbal 处 插 人 和 人 113bp AY BstNI-Hae III 的 lac P, O 片段 , 组 建成 pIN--I 
〈lacso，113bp) ;载体 ,其 表达 外 源 基因 的 水 平 高 于 pIN-IL (lact'o95bp) 载体 , RAMA 
清楚 。 

3. pIN III 系列 载体 

PIN I 的 缺点 是 必须 用 具有 lac DR 基因 的 宿主 菌 。pIN I 是 在 pIN IT ERAT 
一 段 lac | 基因 ,因此 , 它 可 在 任何 细菌 中 应 用 (图 28)。 

采用 pIN Wl 载体 ,成 功 地 高 效 表 达 人 ec 干扰 素 。 六 

4.pPIM 系列 载体 

PIN 系列 载体 导 源 于 pBR 322， 其 复制 子 来 自 pMB 1， 在 一 般 情 况 下 拷贝 数 为 
一 20 拷贝 /细胞 。 为 了 获得 高 效 表达 ， 用 温度 复制 失控 型 质粒 替代 pBR322。 用 DIN-T、 
Il, WI 分 别 组 建成 pIM-I、II、III (A 9.29), 

这 类 载体 的 特点 是 ，Km' 对 温度 敏感 ,一 般 操作 在 .30scC 进行 。 在 30*C 时 ， 质 粒 找 
贝 数 为 ~ 15 拷贝 /细胞 ,升温 至 35%c 时 ,可 以 增加 至 2,000 拷贝 /细胞 。 

5. p1C 载体 

当 外 源 基 因 的 序列 清楚 时 ,可 用 pIN 和 plM 系列 载体 。 但 是 , 当 要 克隆 表达 的 基 
因 序 列 不 清楚 时 ,上 述 质粒 就 不 适用 。p1C 载体 可 以 弥补 这 一 不 足 。 plCiII 是 将 lacZ 
基因 揪 人 piN IIIA3 的 BamH1-Sall 位 点 处 ,然后 将 Hind Il 位 点 改 为 Smal 位 点 。 
此 处 插 人 外 源 基 因 ，, 与 8 半 乳 糖 背 酶 基因 宁 端 融 合 ， 如 果 外 源 基因 有 一 个 开放 的 读 码 杠 


Hpol 
(Hinc IL) 


Hinc 工 


SalI (HincIL) 


图 9.30 plC myAe 
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架 与 起 始 密码 子 相 车 合 ,并 且 长 度 为 3 + 2 的 话 ,载体 的 表 型 由 lacZ- 变 为 lacZ+。 融 
合 蛋 白 的 表达 受 lac 阻 遇 物 的 调节 ， 大 的 融合 蛋白 比较 稳定 。 如 果 有 表达 ,可 以 用 
Xba 1 或 EcoRI 和 BamHI1 双 酶 解 , 切 下 外 源 基因 ,再 将 它 插入 pIN 或 pIM 系列 载体 
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S+B “酵母 体系 中 的 基因 表达 
\ # i 健 


酵母 是 单 细胞 真 核 生物 ,也 是 重要 的 工业 微生物 。 酵 母 繁殖 迅速 ,可 以 廉价 地 大 规模 
培养 ,而 且 没 有 毒性 ,很 适合 作为 基因 工程 菌 。 因 此 ,研究 酵母 体系 中 的 基因 表达 , 既 有 一 
定 的 学 术 价 值 , 又 有 重要 的 实用 意义 。 

近年 来 , 随 着 各 种 酵母 质粒 的 构建 和 酵母 转化 技术 的 建立 ， 黑 母 体系 的 基因 表达 研究 
有 了 较 快 的 进展 。 已 经 有 多 种 高 等 生物 的 基因 在 酵母 中 实现 了 表达 ， 特别 是 某 些 在 细菌 
系统 中 表达 不 良 的 真 核 基因 ,如 乙 型 肝炎 表面 抗原 基因 ,在 酵母 中 表达 良好 ， 已 可 用 于 大 
规模 生产 。 还 在 酵母 中 成 功 地 建立 了 几 种 有 分 这 功能 的 表达 系统 ， 可 以 把 所 表达 的 产 牺 
直接 分 刻 出 酵母 细胞 以 外 ， 从 而 大 大 简化 了 产物 的 分 离 提纯 工艺 。 酵 母系 统 的 研究 历史 

虽然 还 不 长 ;有 不 少 问题 尚未 完全 解决 ,但 迄今 取得 的 成 果 已 经 表明 ， USAAGBEK 

的 发 展 潜力 ,经 深入 研究 开发 ,将 有 光明 的 前 景 。 

在 各 种 酵母 中 ,以 啤酒 酵母 〈8eceparozmycer cerevisiae) 的 应 用 历史 最 为 您 久 , 研 究 
资料 也 最 丰富 。 本 文 介绍 的 内 容 , 均 以 啤酒 酵母 为 对 象 。 


第 一 证 ”酵母 表达 系统 概述 


和 其 他 表达 系统 一 样 , 酵 母 表 达 系统 也 包括 载体 ,启动 子 等 控制 序列 和 寄主 细胞 三 个 
主要 部 分 。 ee 


—. x 
酵母 载体 是 可 以 携带 外 源 基 因 在 酵母 细胞 内 保持 和 复制 ， 并 随同 酵母 分 裂 传递 到 子 - 
代 细 胞 的 DNA 或 RNA 单位 。 载体 中 最 主要 的 成 分 是 自身 能 在 酵母 中 进行 复制 的 序 
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加 上 大 肠 杆菌 质粒 的 成 分 。 


《一 ) 载体 的 复制 序列 


酵母 载体 的 复制 序列 主要 来 自 酵母 质粒 和 酵母 染色 质 。 依 照 复制 序列 的 性 质 ， 可 将 
酵母 载体 分 为 以 下 四 类 。 

1. YEp 类 (其 中 Y 代 表 酵 母 , E 代表 游离 基因 ) 

此 类 载体 的 复制 序列 为 酵母 2 质粒 成 分 。24w 质粒 是 多 数 啤酒 酵母 中 天 然 存在 的 质 
粒 , 长 6.3kb。 由 于 该 质粒 中 有 二 段 0.6kb 的 反 向 重复 序列 引起 的 重组 ,2w 质粒 通常 的 两 
种 异 构 体 的 形式 存在 ,它们 都 可 同样 地 独立 于 酵母 染色 体 进 行 复制 - 

将 2w 质粒 中 的 复制 起 点 区 〈replication origin) 及 REP3 基因 区 的 序列 引入 载体 ， 
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就 足以 维持 在 大 多 数 酵母 株 系 中 的 复制 能 力 。 但 对 于 某 些 无 内 源 2x 质粒 的 酵母 株 , 需 要 
更 长 的 2x 序列 引信 载 体 , 才 能 使 它 顺 利 地 复制 和 扩 增 。 

含有 ?32 成 分 的 载体 相对 比较 稳定 ， 在 细胞 中 的 拷贝 数 约 为 20 一 50， 某 些 高 捞 贝 的 
. 载体 可 达 100 一 200, 目前 应 用 最 为 广泛 。 

2. YRP 类 (其 中 R 代表 复制 ) 

此 类 载体 的 复制 序列 是 非 2w 来 源 的 自主 复制 序列 (autonomous replication seque- 
nce, 简写 ARS)， 可 来 自 酵母 染色 体 ， 也 可 来 自 其 他 生物 ,甚至 人 的 染色 质 。 此 类 质粒 
稳定 性 稍 差 , 拷 贝 数 亦 少 , 一 般 在 5 一 10 之 间 。 

3. YCp 类 (其 中 C 代表 中 心 粒 ) 

此 类 载体 的 复制 序列 亦 属 ARS， 并 且 含 有 酵母 染色 体 中 心 粒 成 分 ,有 的 还 引入 酵母 
染色 体 端 粒 〈telomere) 成 分 。 它们 作为 一 种 类 似 染 色 体 的 单位 参与 细胞 有 丝 分 裂 和 减 
数 分 裂 ; 在 子 代 细胞 中 精确 地 分 配 ， 因 此 显示 出 很 好 的 稳定 性 。 不 过 ;它们 的 拷贝 数 只 有 
i+. 

4. YIp 类 (其 中 1 (UREA) 

此 类 载体 含有 可 与 酵母 染色 体重 组 的 序列 ， 可 以 完全 整合 到 酵母 染色 体 中 。 因此 , 它 
REBAR AE SH FARO RES . 
«BERT Ty 系列 可 以 整合 到 酵母 染色 体 上 的 许多 部 位 。 它 本 身 的 结构 和 基因 组 
成 均 与 反 转 病 毒 相 似 。 由 于 可 能 获得 多 种 整合 位 点 ， 酵 母 转 座 子 是 一 种 有 前 途 的 载体 。 

Be DNA 外 , 某 些 酵母 还 含有 一 种 天 然 存在 的 、 可 自行 复制 的 双 链 RNA, PH Killer 
因子 ,它们 编码 一 些 蛋白 质 , 可 杀 死 敏感 的 酵母 株 。 这 种 双 链 RNA 亦 可 能 发 展 成 载体 。 
(=) 选择 性 标记 

YRP 类 载体 稳定 性 较 差 。YEp 类 虽然 比较 稳定 ,但 并 非 绝对 稳定 ， 当 酵母 高 速生 长 
或 多 次 传代 后 , 即 会 观察 到 质粒 丢失 现象 。 为 了 防止 发 生 丢失 ,最 简单 的 方法 是 引 人 和 人 适当 
的 选择 性 标记 ,同时 使 酵母 在 一 定 的 选择 压力 下 传代 s 

最 常 使 用 的 选择 性 标记 是 某 些 氨基 酸 或 核 背 酸 合成 酶 系 基因 。 这 类 基因 突变 产生 的 
营养 缺陷 型 菌株 是 很 易 通过 诱 变 解 选 得 到 的 例如: 亮 氨 酸 合成 酶 系 中 的 leu 2 基因 突变 
产生 的 leu2- 营养 缺陷 型 菌株 , 色 氮 酸 合成 酶 系 中 的 trpl 基因 突变 产生 的 trpl- 营养 
缺陷 型 菌株 , 尿 喀 啶 合成 酶 系 中 的 ura3 基因 突变 产生 的 ura3- 营养 缺陷 型 菌株 ,等 等 。 

当 在 不 含 亮 氮 酸 的 培养 基 (leu- 培养 基 ) 上 培养 leu2- 营养 缺陷 型 菌株 时 , 因 其 leu 
2 基因 失效 不 能 自己 合成 亮 氨 酸 , 故 不 能 生长 。 如 引 人 带 有 野生 型 leu2 基因 的 载体 , 使 
之 恢复 合成 亮 氨 酸 的 能 力 ， 就 可 以 在 leu 培养 基 上 生长 ,一旦 它们 失去 带 有 leu2 基 
因 的 载体 , 则 又 不 能 生长 。 这 里 ， 载 体 上 的 leu2 基因 就 是 选择 性 标记 , 它 与 leu 培养 
条 件 的 选择 压力 共同 作用 ,人 迫使 leu” 酵母 菌株 不 能 丢失 胞 内 的 载体 。 

对 于 ;trpl，ura3 等 选择 标记 ,其 作用 方式 也 是 二 样 的 。 

利用 对 抑制 酵母 生长 的 药物 具有 抵抗 力 的 抗 性 基因 亦 可 构成 选择 标记 。 其 性 质 类 似 
大 肠 杆 菌 的 抗 氨 革 青 霉 素 、 抗 四 环 素 等 抗 性 标记 。 如 将 氨基 糖苷 转 磷 酰 酶 的 基因 引入 酝 
母 载 体 ， 就 构成 抗 G418 或 抗 新 霉 素 、 卡 那 霉 素 等 选择 标记 。 又 如 将 二 氢 叶 酸 还 原 酶 
cDNA 引入 载体 ,就 构成 抗 氨 基 蝶 叭 的 选择 性 标记 。 
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Yip 类 载体 带 有 的 野生 型 酶 基因 序列 ， 如 野生 型 ura3 序列 ， 可 以 通过 重组 整合 到 
ura3 ”菌株 染色 体 上 对 应 的 突变 ' ura3 基因 位 置 上 , 与 此 同时 载体 上 ura3 附近 的 其 他 基 
因 也 被 带 到 酵母 染色 体 原 ured 邻近 的 位 置 上 。 对 于 某 些 基因 的 表达 ， 整合 载体 是 最 适 
用 的 载 形 式 。 


(2) ABA RAFI 


从 大 肠 杆菌 中 制备 质粒 远 较 从 酵母 中 容易 。 因 此 ， 酵 母 质粒 的 加 工 和 制备 大 部 分 是 
通过 大 肠 杆 菌 进行 的 ， 只 有 在 最 后 阶段 才 转 人 酵母 。 这 就 要 求 酵母 载体 也 同时 具有 在 大 
肠 杆 菌 中 复制 和 增殖 的 能 力 。 为 此 ， 常 向 酵 尽 载 体 中 引 和 人 pBR322 的 ori 部 分 和 ampr 
或 tet 部 分 ,这 样 构成 的 载体 , 既 可 在 酵母 中 复制 ,又 可 在 大 肠 杆菌 中 繁殖 ， 因 此 称 为 酵 
母 -大 肠 杆菌 穿梭 载体 或 穿 权 质粒。 | 

使 酵母 载体 能 够 在 大 肠 杆菌 中 繁殖 ,还 有 利于 从 酵母 转化 子 中 回收 质粒 进行 鉴定 o 尤 
其 对 于 整合 型 的 质粒 更 为 重要 。 


pBR322 
pBR322 


Al 10.1 两 种 酵母 -大 肠 杆 菌 穿梭 质粒 。 


质粒 名 称 YEp13 YRp7 
酵母 复制 单位 2u arsl 
BES vee brid leu2 trpl 
大 肠 杆菌 质粒 序列 PBR322 pBR322 


amp‘, tet‘ amp‘, tet‘ 
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启动 子 是 基因 表达 的 关键 构件 。 外 源 基 因 在 酵母 中 的 表达 ， 绝 大 多 数 需要 配 以 酵母 
自身 的 启动 子 , 此 外 ,还 包括 启动 子 5 上 游 区 必要 的 调节 控制 序列 , 以 及 一 部 分 编码 序列 
《如 分 泌 型 启动 子 )。 基 因 3 端的 终止 序列 亦 有 一 定 的 重要 性 。 
《一 ) 启动 子 序列 

在 酵母 基因 表达 研究 中 应 用 的 启动 子 种 类 甚 多 , 兹 就 有 代表 性 的 数 种 列 人 表 10.108 
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-启动 子 类 型 


表 10.1 常见 的 酵母 启动 子 


所 属 的 基因 (组 ) 基因 符号 
组 成 型 磷酸 甘油 又 激酶 PGK © 
甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 ‘GAP 
醇 脱 氢 酶 ADH 1,2 . 
iS RRS ENOL 
aie 磷酸 三 碳 糖 异 构 酶 TRI 
诱导 型 细胞 色素 CYC 1 
金属 乾 合 硫 蛋 白 CUP 1 
酸性 磷 又 酶 系 PHO 5,3 
. 乳糖 酶 系 GAL 1,10 
分 泌 型 转化 酶 SUC 2 
cx 因子 MF al 
ARLE Be Ais PHO 5 
复合 型 TRI-SUC2 
GAL1-SUC2 
GAL1-PHOS 


”中 的 大 部 分 启动 子 及 有 关 的 基因 序列 均 已 报道 。 只 要 在 启动 子 后 面 直接 插 人 外 源 基 因 ， 
原则 上 就 能 获得 表达 。 

天 然 状 态 的 各 酵母 基因 表达 效率 差别 甚大 。 某 些 糖 代 谢 基因 如 PGK 和 GAP 的 表 
达 产 物 可 达 总 蛋白 的 1 一 5 多 。 当 它们 具有 多 个 拷贝 时 ,表达 可 高 达 总 蛋白 的 30 儿 以 上 。 
另 一 些 基因 如 CYC1 的 产物 则 不 超过 细 跑 的 0.1%， 因 此 ， 常 称 PGK 一 类 启动 子 为 高 
效 启 动 子 。 

当 在 高 效 启动 子 后 面 连接 外 源 基 因 后 ,其 表达 产 率 常常 剧烈 下 降 ,其 中 原因 尚 不 完全 
清楚 。 有 证 据 表 明 ,外 源 基因 的 转录 活力 较 低 ,生成 的 mRNA 稳定 性 亦 差 。 估 计 这 些 高 
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， 效 启动 子 自己 的 基因 编码 中 某 些 序列 可 能 影响 其 转录 效率 ， 其 mRNA 与 表达 产物 的 特 


异 结合 也 可 能 提高 稳定 性 而 增加 转译 数量 。 

组 成 型 启动 子 〈 包 括 上 述 所 谓 高 效 启动 子 ) 原则 上 在 酵母 生长 各 个 时 期 都 能 发 挥 作 
用 ,但 是 ; 当 外 源 基因 产物 对 酵母 细胞 有 不 利 影响 时 ， 过 早 表 达 常 使 酵母 培养 物 生 长 不 良 
以 致 达 不 到 所 需 的 细胞 密度 ,从 而 影响 了 总 表达 产量 。 通 过 采用 某 种 代谢 控制 方法 ,如 改 
换 碳 源 \ 改 变温 度 等 ,可 以 部 分 地 缓解 这 类 问题 

诱导 型 启动 子 的 表达 受 诱导 物 或 诱导 条 件 的 特异 性 影响 ， 可 以 在 较 大 范围 内 改变 表 
A, PHOS 在 低 磷 酸 盐 浓 度 时 及 CUP1 在 加 有 铜 离子 时 ,表达 效率 可 以 改变 数 十 
倍 以 至 百倍 以 上 。 寻 找 高 效 的 诱导 启动 子 是 提高 酵母 表达 效率 的 重要 途径 。 

分 泌 型 启动 予 也 属于 组 成 型 ,其 中 起 作用 的 部 分 还 包括 该 基因 9 端 一 段 编码 序列 , 即 
信号 肽 部 分 以 及 前 导 肽 部 分 的 编码 序列 。 这 部 分 肽 的 结构 特点 ， 帮 助 了 后 面 的 表达 产物 
分 刻 出 酵母 细胞 ,并 在 适当 的 部 位 由 胞 内 和 蛋白酶 加 工 切 新 表达 产物 与 前 导 肽 之 间 的 肽 键 ， 
产生 正确 的 表达 产物 分 子 。 将 表达 产物 分 小 出 绍 炮 以 外 ， 既 可 以 避免 它们 对 酵 立 细胞 可 
能 产生 的 不 利 影响 ,也 避免 了 提纯 产物 时 破碎 细 狗 分 离 蛋 白 的 困难 ,有 重要 的 实用 意义 。 
但 应 注意 分 泌 型 启动 子 后 面 外 源 基 因 的 连接 部 位 ,不 是 与 癌 动 子 序列 紧 接 ,而 是 接 在 前 导 
Bk 4a 1599 A [lo 
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”复合 型 分 沁 启 动 子 是 由 各 种 高 效 启动 子 后 面 连接 各 种 有 效 的 信号 肽 序列 或 前 导 肽 序 
列 的 编码 组 成 ,后 者 可 以 来 自 酵母 ,也 可 以 来 自 其 它 生 物 。 复 合 型 分 这 启 动 子 的 表达 和 分 
这 效率 常 较 单独 分 刻 型 启动 子 更 优越 。 


(=) 终止 序列 


对 于 真 核 基因 的 表达 ， 基 因 编 码 区 后 接 的 终止 序列 有 重要 作用 。 终 止 序列 保证 了 转 
录 产 物 (mRNA) 在 适当 部 位 终止 和 加 上 polyA 尾部 ,这 样 形成 的 mRNA 可 能 比较 稳 
定 并 被 有 效 地 转译 。 在 酵母 中 表达 的 人 工 合成 基因 一 般 不 含有 终止 序列 ， 必 须 借 用 外 加 
的 终止 序列 或 载体 上 现成 的 终止 序列 (如 2w 质粒 上 的 终止 序列 )。 常用 的 外 加 终止 序列 
有 ADH1, CYC1, MFal 和 PGK。 要 注意 对 终止 序列 不 适当 的 删除 会 导致 终止 功能 
的 剧烈 下 降 , 因 此 ,一 般 不 对 终止 序列 攻 特 殊 的 剪 切 。 


=, FERRE 


寄主 株 系 对 外 源 基 因 表 达 的 质量 关系 甚大 。 不 论 建立 新 的 表达 系统 ， 或 是 对 某 特定 
基因 进行 表达 研究 ; 均 应 谨慎 选择 所 用 的 酵母 菌株 。 

对 于 表达 用 的 酵母 株 通常 应 郑 虑 以 下 几 点 : 

(1) 生长 力 强 。 使 用 非 分 沁 型 启动 子 , 表 达 产 量 直 接 与 酵 尽 菌 密度 有 关 ; 故 应 选择 生 
长 力 强 的 菌株 ,即使 在 一 定 的 选择 压力 下 , 亦 应 易于 达到 ODu。 > 10 的 菌 体 密度 。 

(2) 内 源 蛋 白 酶 较 弱 。 外 源 基 因 表 达 产 物 易 于 受到 酵母 胞 内 的 蛋白 酶 分 解 。 内 源 蛋 
白 酶 活力 低 的 菌株 造成 的 破坏 较 小 。 | 

(3) BRERRE. BHNSERRILEREREA, HADERNHSREBR 
对 表达 不 利 , 故 应 避免 回复 突变 率 高 的 不 稳定 株 系 。 如 对 所 用 株 系 性 状 稳定 情况 不 了 解 ， 
应 注意 定期 对 菌 种 作 分 离 纯化 以 保证 菌株 纯度 。 最 好 使 用 二 倍 体 或 多 倍 体 菌 株 。 

(4) 分 泌 力 强 。 不 同 菌 株 分 沁 能 力 亦 有 差别 。 如 使 用 分 泌 型 启动 子 ， 最 好 选用 分 这 
力 强 的 株 系 ,文献 报道 的 超 分 泌 突变 株 (SSC) 分 泌 产量 可 提高 十 倍 左右 。 

此 外 ,使 用 某 种 载体 或 启动 子 时 对 菌株 有 特殊 要 求 , 如 某 些 选择 性 标记 要 求 草 株 为 相 
应 的 营养 缺陷 型 ,使 用 “因子 或 a 因子 启动 子 要 求 菌株 为 “型 或 a 型 等 等 。 


第 二 节 ”酵母 表达 系统 的 构建 


一 、 酵 母 启动 子 的 提取 


如 果 没 有 现成 的 启动 子供 应 用 , 则 需 从 酵母 基因 文库 中 提取 ,一 般 首先 提取 启动 子 所 
在 的 基因 ,然后 从 中 分 离 启动 子 。 

若 洒 合适 的 突变 株 和 适当 的 选择 手段 ,用 遗传 互补 方法 筛选 目的 基因 是 最 简捷 的 。 此 
外 , 若 能 得 到 其 他 生物 类 似 的 基因 片 股 ， 利 用 物种 间 同 种 基因 结构 上 一 定 的 相似 性 , 亦 可 
上 .前 者 作为 探 针 从 基因 文库 中 选 到 目的 基因 。 

然而 ， 对 于 任何 基因 或 启动 子 的 作 选 都 适用 的 是 利用 化 学 合成 的 寡 核 昔 酸 探 针 的 广 
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法 ， 只 要 知道 目的 基因 或 启动 子 的 一部分 序列 ， 就 可 以 使 用 这 个 方法 。 以 下 介绍 该 方法 的 


一 般 步 又。 
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酵母 DNA 的 复杂 性 较 小 ,以 质粒 为 基础 构建 基因 文库 即 可 达到 要 求 。 按 常规 方法 
提取 酵母 总 DNA 〈 可 以 包括 线粒体 DNA ZEA, 也 可 不 包括 )， 用 Sau3 Al 部 分 地 酶 
解 ,蔗糖 梯度 超 离 心 或 凝 胶 电 泳 分 离 2 一 7kb 部 分 ,组 人 pBR 322 或 YEpl13 的 BamH. 
位 点 ， 转 化 到 新 制备 的 大 肠 杆菌 HB101 或 其 他 合适 受 体 菌 的 感受 态 细 胸 中 即 得 。 每 微 
克 DNA 应 得 到 至 少 10 个 菌落 ,背景 则 不 应 超过 10 一 20 多 ; 如 背景 过 高 ,可 试用 碱 性 磷 
酸 醒 酶 将 math 或 YEp13 的 BamHI1 切口 末端 磷酸 除去 ,然后 再 做 连接 。 


(=) 启动 子 基 因 探 针 的 合成 


近年 来 ， 化 学 合成 脱氧 容 核 间 酸 的 技术 已 经 成 部 。 有 条 件 的 实验 室 ， 可 自行 合成 所 需 
的 片段 ， 一 般 的 实验 室 亦 可 委托 有 核酸 合成 的 单位 或 厂商 代为 合成 。 RPS eae E 
纯化 ,并 有 序列 检查 的 数据 。 

如 对 目的 基因 的 序列 数据 掌握 较 多 ; 则 可 选择 最 适合 作 探 针 的 片段 ,选择 的 原则 是 : 

C1) 最 好 是 基因 内 的 重复 序列 ,这 样 可 以 增加 杂交 强度 。 

(2) 片段 中 最 好 有 较 高 的 GC 比例 ,及 较 长 的 GC BRK, 以 增加 杂交 强度 ; 但 须 


避免 均 聚 体 区 域 ,以 选择 密码 区 片段 较 好 。 


(3) 如 有 计算 机 序列 库 ， AP EES Ee Aes MSE SAS Bees Kink 
DNA 中 相似 性 最 小 的 序列 ,以 减少 假 结 果 的 数量 。 

(4) 如 条 件 允 许 ， 则 可 在 目的 基因 序列 中 选择 二 段 以 上 作为 探 采 针 ， 对 二 或 三 个 不 同 扣 
针 均 呈 阳 性 的 菌落 有 极 大 的 含有 目的 基因 的 可 能 性 。 


(=) 菌落 杂交 


杂交 过 程 请 参照 本 书 第 五 章 中 菌落 杂交 部 分 。 以 下 只 着 重 指出 使 用 寡 核 音 酸 探 针 的 
特殊 的 地 方 ,假设 探 针 链 长 为 20nt 左右 ,G 十 C 古 50957 

为 保证 筛选 成 功 ,一 次 筛选 的 菌落 数 可 相当 或 略 高 于 2 x 10。 用 8 一 10 个 %9 AR 
青霉素 -YT 平 四 即 够 。 硝酸 纤维 素 膜 (0.45 wm 孔径 ，%8.5) 转移 时 间 不 少 于 3 分 钟 ， 
碱 变性 和 中 和 时 间 勿 短 于 5 分 钟 。 烘 干 后 的 膜 应 在 清水 中 浸透 ， STRABREBRGA 
阴干 。 

有 时 ,菌落 中 质粒 DNA 经 二 次 扩 增 后 再 做 杂交 效果 较 好 。 为 此 ， 待 硝酸 纤维 素 滤 
膜 吸 附 菌 落后 ,将 菌落 朝 上 放 在 新 的 氮 下 青霉素 -YT FOL 37°C 保温 4 一 8 小 时 ， 再 转 
到 新 的 氯 替 素 - YT $I 37°C 保温 16 一 24 小 时 ,再 将 滤 膜 做 变性 、 烘 干 处 理 。 

预 杂 交 在 45°C 进行 2 一 10 小 时 ,杂交 在 45°C 进行 16 一 24 小 时 ， 在 59°C 谭 洗 三 次 ， 
每 次 10 分 钟 ,使 用 5 x SSC; 然后 在 30°C 做 三 次 ,每 次 15 分 钟 ,使 用 2 X SSCo 

MARARAKRS KH DNA 探 针 所 用 稍 有 不 同 , 组 成 如 下 : 

tris-HCl (pH7.5) 10m mol/L 
EDTA (pH7.5) 6m mol/L 
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NaCl 0:8mol/L:'s x 


ATP | 0.1mmoi/L 
焦 磷 酸 钠 1mmol/ 世 
Denhardt 溶液 as 

SDS 1% 

变性 E. coli DNA 0.1mg/ml 


杂交 的 滤 膜 放 在 — 70°C 对 和 X 光 底片 曝光 1 一 3 ACME), Hh FS BRYAN ZE BE RA 
确定 阳性 菌落 的 位 置 。 


(四 ) 探 针 标记 


1.5 端 标记 
通常 化 学 合成 的 寡 核 背 酸 5 端 无 磷酸 ,用 7-[2P]-ATP 和 激酶 标记 5 Re 
反应 条 件 如 下 : 


寡 核 昔 酸 探 针 【10 一 25nt) 0.05 一 0.1ug 
10. XIT4 激酶 反应 液 2ul 
¥-[*#P]-ATP ( > 3000Ci/mmol) 100uCi 
T4 多 核 背 酸 激酶 10—20 u 
H,0 补足 20 a 


37°C 保温 30 45H, 85°C 加 热 3 分 钟 。 

制 得 的 探 针 通过 一 细 长 的 葡 聚 糖 G-25 凝 胶 柱 纯化 后 估算 其 比 放射 强 庆 。 如 转化 
率 较 高 , 探 针 亦 可 不 经 纯化 直接 使 用 。 “ua 

2. 3’ 端 标记 | 有 ERIC Be 

an 5’ 端 标记 的 放射 强度 不 足 ， 可 考虑 进行 3 端 标记 。 用 c[?P]dATP AOD 
可 以 提供 高 达 5 一 10 X 10° cpm/pg 的 比 放射 性 ,是 5 端 标记 的 10 一 50 倍 。 


反应 条 件 如 下 : 
PRE BRET ent 0.01ug 
FA As 88 Clmol/L, pH7.0) Lul 
CoCl, (10mmol/L) inl 
=F ZLB (10mmol/L) . Lul 
a-[*P]-dATP ( >3000Ci/mmol) 1—200uCi 
末端 转移 酶 ， 20u 
水 4h 10! 


37°CfR iia 1 小 时 ,注意 防止 蒸发 
产物 很 易 用 oligo dT- 纤 维 素 纯化 。 加 入 100 wl 0.2% SDS 于 反应 产物 中 ，1003C: 
joe 3 一 5 分 钟 ， 用 0.5ml 0.5mol/L NaCl 稀释 后 ,加 到 一 个 .%0.7 x 1 AY oligo dT- 纤 
维 素 柱 上 [预先 用 0.5mol/L NaCl-10mmol/L Tris-HCl (pu7.4) 4449], Hin) FRA RE 
柱 至 无 放射 性 流出 后 , 换 0.2% SDS PERL, Elm Al APB 55— 60°C, Wee Ee i at le. 
BRET HRW ARM, 4° (REINA) AEH. 
FAM G-25 柱 纯 化 产物 , ARAB, OREN 
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RIWER LEER 
(五 ) 第 二 次 菌落 杂交 


第 一 次 菌落 杂交 选 出 的 阳性 菌落 不 可 能 判断 十 分 准确 ， 每 个 菌落 与 其 他 菌落 混杂 的 
可 能 性 很 大 。 为 此 ,将 每 个 杂交 点 对 应 的 菌落 区 切 下 40.5 的 一 小 块 琼脂 , 放 在 lml YT 
培养 液 中 振荡 均匀 。 吸取 0.1、!、10p1 各 稀释 到 100ml, 分 别 涂 布 在 新 的 乎 板 上 。 选择 


长 有 40 一 400 个 菌落 的 平板 作 第 二 次 菌落 杂交 。 


第 二 次 杂交 与 第 一 次 基本 相同 , 探 针 也 可 用 第 一 次 杂交 后 回收 者 ;此 时 自 显 影 时 间 应 
适当 延长 。 第 二 次 杂交 将 得 到 一 批 单独 的 阳性 菌落 ,将 它们 转移 扩大 培养 , 即 可 用 于 提取 
质粒 DNA。 


《六 ) BRE RAT 


由 于 受 寡 核 背 酸 探 针 长 度 的 影响 ,杂交 的 特异 性 是 有 限 的 ， 因 此 ,很 可 能 得 到 多 个 阳 
性 菌落 ,其 中 只 少数 几 个 含有 所 要 的 目的 基因 。 为 得 到 它们 还 需要 进一步 乌 选 。 
“根据 目的 基因 的 结构 特点 , 躲 选 可 以 用 不 同 的 方式 进行 ,通常 首先 进行 区 带 杂交 和 酶 


解 图 谱 的 检查 。 


1. 区 带 杂 交 


”根据 已 知 的 结构 数据 ,用 适当 的 限制 性 内 切 酶 水 解 得 到 的 各 个 质粒 DNA, 在 凝 胶 电 


， 泳 后 做 Southern 吸 印 , 仍 用 前 述 探 针 杂交 。 在 正确 链 长 范围 有 强 杂 交 带 者 ,有 可 能 是 所 


要 的 基因 :将 它们 制备 一 定数 量 。 

2. 酶 解 图 谱 AAR } 

AR GE ALB A 18 BE , FA SSR EN ak TE FP SY AK, 
解 图 谱 。 如 果 酶 解 图 谱 与 已 知 数据 相符 , 即 是 所 要 的 基因 ;如 果 只 有 部 分 相符 ， 则 须 进 一 
步 鉴定 5 


(七 ) 序列 鉴定 


序列 测定 是 最 重要 的 鉴定 。 即使 酶 解 图 谱 正确 ， 也 需要 对 关键 部 位 的 序列 做 检查 ， 
以 了 解 可 能 发 生 的 点 突变 等 细节 变化 。 为 此 ， 将 接近 启动 子 或 前 导 序 列 部 分 做 亚 克 隆 
(subcloning), .用 化 学 法 或 M13 方法 测定 其 序列 。 -序列 鉴定 正确 方 可 认为 得 到 了 所 要 
求 的 基因 或 启动 子 。 | 

FEMAIL Fy A CU BHT TR TT PEPE UE AY S14, PE M13 引物 的 补充 
大 幅度 增加 可 读 序列 的 范围 。 因 此 ,在 设计 探 针 时 不 妨 考 虑 这 一 用 途 。 


: 


二 、 表 达 载体 的 构建 

表达 载体 至 少 应 含有 酵 有 尽 启动 子 及 有 关 的 表达 控制 序列 ， 并 有 适 于 外 源 基因 插 人 的 
位 点 。 现 以 几 种 c 因子 表达 载体 为 例 说 明 表 达 载 体 的 构建 过 程 。 
(一 ) 普通 表达 载体 的 构建 

此 类 载体 只 要 求 能 方便 地 引 和 人 外 源 基 因 并 进行 表达 ,对 表达 产物 的 组 成 ,尤其 其 N 末 
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160 -150 -140 -130 -120 ~110 -100 -90 
CRAGRAAACCAAAAACCEACAACAGGTITEGGA TAR GTACH TRTRTAAGAGGGCCT27 TGTTCCCAICAAAABIGTIACS GPT 


-80. -70 -50 ~50 -40 “30 -~20 -10 - 
CrTACGATTCATTTACGRTTCAAGRRTR GTTCAAACAAGAAGATTACAAACTATCAATTTCATACACAA TATAMACGACCHAR 


1 10 20 PstI 30 40 50 60 
AGA ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCA GTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT 


met arg phe pro ser ile phe thr al& val leu phe ala ala ser ser ala leu ala ae 
Z , 10 


70 80 90 100 110 120 


CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC 
pro val ASN THR THR thr glu asp glu thr ala gln ile pro ala glu ala val ile hd tyr 
; 30 


130 _.. He 840 vaso 160 170 180 sobs nd 


TCA GAT TTA GAA GGG GAT TIC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC. ACA AAT AAC fii 
ser aspTleu slu gly asp phe asp val ala val leu pro phe ser ASN SER THR asn asn gly 
SO 60 


190 200 210 220 230 240 


TTA TTG TTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT Ger GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT TTG GAT 
leu leu phe ile ASN THR THR ile ala ser ile ala ala lys glu glu gly val ser lev asp 
70 red 


2505: 260 HineII1 270 280 290 300 1, +i 
AAA AGA GAG GCT GAA GCT TG CAT TGG TTG CAR CTA AKA CCT GGC CAA CCA ATG TAC 


lys arg glu ala glu ala trp his trp leu gin leu lys pro gly gin pro met tyr 
RAAKAAAKARARERERERRERERT RAE REET 90 102 


310 320 HinélIl 340 350 360 “ 
AAG AGA GAA GCC GAs GCT GAA GCT zS6 CAT TGG CTS CAA CTA BAG CCT GGC CAR CCA ATG TAC 
lys arg glu ala clu ala clu ala trp his trp lev gln leu lys pro gly gin pro met tyr 
RAKE RRERERKEEAKEKEKRKEKEKRKEEE 


TE 123 
370 3€0 nélII 400 410 420 1 430 


AAA AGA GAA GCC GAC GCT ana cer TGG CAT TGG CTG CAA CTR AAG CCT eel CAA CCA ATG “EC 
lys arg glu ala‘asp ala clu ala trp his trp lev gln leu lys pro gly “gin\pro. met tyr 
I 


RFGATAWh a av adae hae wedaee awn © a ks 
' 32 144 


446 450 HinéIII 460 470 ”′ 480 490 
AAA AGA GAA GCC GEC CCT GAA GCT TGG CAT TGG TTG CAG TTA AAA CCC GGC CAA CCA ATG ZAC 
wYS arg glu ala asp ala cit ala trp his trp leu cln leu iys pro aly gln-pro met tyr 


SRP RRR H ARERR ERE RARER ERE R RR ER RARE 
153 165 


} ; 
b 
5 
他 
| 


, 500 510 520 530 ORE 540 550 560 570 


“TAR GCCCGACTGE TH: CP.ACACTCTAGATGTRACARAGTCGACTTTGTTCCCACTCTACTTTTAGCTCGTACAAARTACART 
stop 


if 
5&0 590 600 610 620 630 640 E50 66e 
ATACTITTCATTTCTCCGTRRACHACCTGTTTTCCCATGTAATATCCTTTTCTATTTTTCGTTTCGTTACCAACTTTACACAT 


676 
ACTTTATATAGCTAT 
图 10.2 < 因子 基因 序列 
册 氨 基 酸 是 否 增 减 并 不 严格 要 求 。 


对 于 'c 因子 来 说 , 它 是 分 泌 型 启动 子 , 外 源 基 因应 在 其 前 导 肽 编码 后 部 插入 。 恰 好 天 
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然 的 “因子 基因 在 此 部 位 有 -一 Hind Ul 切 点 ,可 用 于 插 人 外 源 基因 。 因 此 , 员 需 选 出 上 
REA 因子 基因 的 亚 克 隆 质粒 即 可 作为 这 类 头 妈 载体。 因子 基因 结构 见 图 10.2， 它 
的 一 种 表达 载体 pYA-1 见 图 10.3。 


ea 因子 引导 肽 编码 


ce FES] Fk Hays 
fon 
RI Ri 
| 
1 Bibs pYA-1 pYA-4 
LANE M 44kb 4.1kb 
Pi 
A } B 
10.3 aAFAawHeRARAN HE. 
质粒 类 型 外 源 基 因 插 人 位 点 (Hind Il) 附近 序列 


RGR Soa ER. 8 
普通 表达 载体 PYA-1，2 Pee ee eae age 
1 pH B 


leu asp lys arg glu ala glu ala 
MT 89 


引导 肽 编码 载体 个 H aaa 位 点 
精确 表达 载体 PYA-4， …TTGGAT AAA 人 it 后 主要 下 四 


in te “asp ps arg 


| 
| (=) 表达 具有 正确 N 末端 氨基 至 序列 的 外 源 基因 表达 产物 的 载体 一 精确 表达 载 
体 的 构建 


此 类 载体 要 求 在 启动 子 或 引导 肽 序列 编码 的 适当 部 位 有 内 切 酶 位 点 ， 以 利于 接 人 外 
源 基 因 * 并 使 它 在 表达 和 加 工 后 N 端 氨基 酸 序列 与 天 然 产 物 相同 ， 既 无 多 余 的 氨基 酸 ， 也 
FRAN AER 

例如 ,在 构建 < 因子 精确 表达 载体 时 ,应 在 其 Arg85 密码 子 后 面 引入 一 内 切 酶 位 点 ， 


因为 < 因子 前 导 肽 最 主要 的 断裂 位 点 在 Arg 85， 如 在 该 处 引 人 外 源 基 因 , 表 达 产 物 加 工 


断裂 后 可 以 给 出 正确 的 N 端 氨基 酸 。 
为 了 在 < 因子 Arg85 密码 子 后面 引 和 人 内 切 酶 位 点 ， 首 先 应 在 该 处 将 “ 因子 基因 切 


斯 ,然后 装 上 适当 的 内 切 酶 位 点 序列 。 这 里 将 使 用 一 种 技术 ， 可 以 不 依赖 限制 性 内 切 棍 ， 


在 任何 已 知 序列 的 指定 部 位 将 基因 精确 切 新 。 这 一 技术 与 后 面 令 述 的 表达 质粒 构建 例 2 
一 样 ,是 由 寡 核 苷 酸 引 导 的 点 突变 技术 发 展 而 来 。 

1. 合成 与 欲 切 断 部 位 序列 相应 的 误 核 苷 酸 

按照 预定 剪 切 处 上 游 一 侧 的 5 末端 序列 合成 10 一 20 此 长 度 的 寡 核 苷 酸 。 在 此 例 

合成 的 是 Arg85 -Ser81 编码 相应 的 负 链 15 RHR, BD dTCTTTTATCCAAAGA 
〈 见 图 10.2)。 

2. Boe 因子 基因 序列 的 准备 

用 < 因子 基因 中 1.5kb EcoR1-Hind Il 片 眉 ,以 分 子 克 隆 方法 接 人 Mi3mpl0 REF 相 
应 位 点 中 并 制备 单 链 噬菌体 核酸 。 
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3. 引物 杂 
在 100ul 的 0.1mol/L NaCl, 0. eh HC! (pH7.5) 中 ,加 和 上述 M13 DNA 


30wg， 合 成 的 1.5 BHBS|H 90 pmol, 65°C 保温 20 分 钟 ， PRIETBLA URE FUR Hilo 

4. 引物 延长 

上 述 溶液 中 再 补 加 和 四 种 dNTP 各 10 nmol, tooamol/L DTT 10 ul，DNA 聚合 
Hg Klenow Fy 2 5—10u, 20% 保温 10 分钟。 7 


5 单 链 部 分 的 油 除 
“加 入 10XS1 反应 液 (0.5mol/L NaCl, 0.5mol/L NaAc pH4.8, 0.05mol/L ZnCl,) 


15ul,0.01mol/ 工 MgCl:15p1， 补 水 至 150xl1, 放 置 冰 浴 中 至 少 冷却 5 分 钟 , 然 后 加 入 $1 本 
10u;,0scC 反应 10 分 钟 ,立即 加 入 1mol/L Tris 中 和 至 pH 7.5, 加 人 等 体积 酚 人 0.1 mol/L 
tris 饱和 ) 抽 提 , 上 清 液 用 氧 仿 处 理 , 乙 醇 沉 淀 ,沉淀 用 75 匈 和 95 匈 乙醇 各 洗 一 次 , BE 
15w1TE 缓冲 液 。 

6. 因子 基因 回收 

向 TE 缓冲 液 中 加 入 2 1 限制 性 内 切 酶 用 10 X 缓冲 液 ，EcoRI Su, 37°C 保温 1 


小 时 。 产 物 用 低 熔点 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 ， 切 取 1.2kb 片段 , 65*C 熔化 后 ， 用 酚 抽 提 2 


次 ,氯仿 抽 提 一 次 ,乙醇 沉淀 ,产物 溶 于 .5 “al TE 缓冲 液 。 
c 因 子 基因 、 


1 hi , 区 y 4A «bh 
PES ics ; 6 ; 
~» . = 
| 1.5kb 
—_— M13mp10 
_ mer 
| 


图 10.4 表达 载体 PYA42 AB 
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7. 组 建成 表达 载体 

Sul 反应 混合 物 中 ,含有 ;10X 限制 性 内 切 酶 缓冲 液 1.5kl，pUC13DNA-1lrgo。 Hind 
I R$ 5u, 37°C 保温 1 小 时 ,加 人 4 种 dNTP 各 4nmol，DNA 聚合 酶 Klenow 片 眉 2 
ffir, 20°C (Rifi.10 4H, 80° 加 热 5 分 钟 ， 再 补 加 EcoR1 Su, 37% 保温 1 小时， 加 入 
27.5mol/L NHIAc 91, 95% CBF 55ul, —20°% 冷冻 1 小 时 ， BL CRITE » 乙醇 洗涤 ; iin 
1 BLT 104] TE 缓冲 液 。， 

Rut: TE 溶液 及 步骤 6 TE BRS 3ul, MA gl 10 X 2 Be HS ZN HR 2pl 水 及 1yl 
T4 连接 酶 (10u),14"c 过 夜 。 转 化 E. coli HB 101 ,用 菌落 杂交 法 选 出 重组 质粒 , 即 相当 
图 10.3B 的 pYA4 为 精确 表达 载体 ,在 因子 Arg 85 密码 子 后 面 紧 接 Hind Ill 位 点 。 

上 述 实验 步骤 总 结 为 图 10.4。 


三 、 外 源 基 因 的 引入 和 表达 质粒 的 构建 


将 外 源 基 因 正 确 地 引入 表达 载体 即 成 为 表达 质粒 。 表 达 质 粒 可 以 先 在 天 肠 杆 苗 质 粒 
中 装配 ,然后 引信 酵母 质粒 , 亦 可 直接 在 穿梭 质粒 中 构建 ， 在 穿梭 质粒 基础 上 构成 的 表达 
;质粒 应 在 酵母 细胞 中 直接 进行 表达 。 

表达 质粒 的 构建 有 两 种 情况 ,分 别 举例 说 明 如 下 。 


(—) 对 产物 N 端 序列 无 严格 要 求 
当 表 达 产 物 N 端 氨基 酸 可 以 增 \ 减 若干 不 影响 表达 目的 时 (如 某 些 酶 的 生产 ), 引 入 外 

源 基因 较为 简单 ,只 需 在 普通 表达 载体 的 启动 子 后 面 插入 外 源 基 因 序 列 好 可 。， 

| 例如 用 醇 脱 氢 酶 启动 子 (ADH1) 表达 载体 ，p AAR 6 表达 固氮 酶 基因 nifH, 在 
pAAR 6 的 ADH! 启动 子 后 面 的 单一 Hind I 位 点 处 用 该 酶 切断 ,用 绿豆 核酸 酶 修 齐 
场 口 ,直接 接 人 修 齐 的 固氮 酶 基因 了 菇 的 Hinf !1 BRAK, BHA nifH 片段 的 质粒 
经 选择 即 得 到 固氮 蓝 表达 质粒 pJB 81 (LA 10.5)。 由 于 平 端 连 接 的 插 人 片 朋 有 两 种 取 
疝 ; 必 须 对 重组 产物 进行 选择 以 得 到 取向 正确 的 一 种 。 


(=) 要 求生 成 具有 正确 N 端 序列 的 表达 产物 

.此 时 要 求 外 源 基因 的 起 始 密码 正好 位 于 启动 序列 的 相应 部 位 , 或 第 一 个 氨基 酸 密码 
-也 正好 与 前 导 肽 加 工 位 点 的 编码 相连 ,不 能 出 现 误差 。 

如 引入 的 基因 是 化 学 合成 者 ， 则 在 合成 时 应 考虑 与 精确 表达 载体 的 引入 部 位 配合 。 

在 一 般 情况 下 , 插 和 人 基因 时 须 做 一 定 处 理 才 可 能 得 到 符合 要 求 的 连接 , 现 将 几 种 处 理 
方法 分 别 举例 说 明 如 下 。 

例 !. 只 对 基因 加 工 : 当 引信 精密 表达 载体 时 ,只 须 加 工 基因 的 了 端 。 如 向 “因子 表 
达 载 体 pYA41 引 和 人 人 胰岛 素 原 基因 (图 10.6), 处 理 步骤 如 下 : 

(1) 合成 人 胰岛 素 原 基因 phe 1-gln 4 编码 的 正 链 12 RR ised babs. saps 
作 引 物 。 

(2) 将 人 胰岛 素 原 基因 用 EcoRI 和 BamHI 从 质粒 pBCA 中 切 出 ， 再 经 分 子 克隆 
苇 人 Mi3mp II RE， 制 备 相 应 的 单 链 DNA。 


”243。 


(3) BE DNA 5 12 核 苷 酸 引 物 杂 交 。 


* nifH 


| Hina. MBN 


T4 Ligase 


pJBsi 


nifH 


10.5 将 固氮 酶 也 基因 引入 表达 载体 。 


Hinfl Hinf1 


Hinf!, MBN 


(4) 引物 延长 。 

(5) 单 链 部 分 删除 。 

(6) 处 理 后 的 人 胰岛 素 原 基因 回收 。 

DLE (2)— (6) 各 步 条 件 均 可 参照 本 章 
二 (二 ) 中 的 第 2 一 6 各 步 。 

(7) 将 处 理 后 的 人 胰岛 素 原 基因 组 人 表 
达 质 粒 pPYA41 : 

pYA41 用 Hind Ill, Sl 酶 在 温和 条 件 
下 水 解 ， 酚 -氯仿 处 理 后 ， 再 用 BamHI 处 


液 。 

取 上 述 处 理 后 的 pYA41《 平 末端 一 Bam 
HI 粒 性 末端 线 状 载体 ) 0.1wg， 与 步骤 (6) 
得 到 的 5 端 删除 的 人 胰岛 素 原 基因 CP AR 


—BamHl 粒 性 末端 片段 ) 0.25g 混合 , A T4 


连接 酶 连接 。 
连接 产物 转化 E. coli JM101 ,随机 选取 
3 一 4 个 重组 菌落 制备 质粒 DNA。 
(8) 序列 鉴定 。 重 点 检查 pYAN SR 


岛 素 原 基 因 连 接 处 的 序列 ， 应 该 得 到 “ 因子 ， 


Arg85 密码 子 与 胰岛 素 phel 密码 子 紧 密 连 接 的 接点 , 约 有 50% 以 上 的 质粒 是 正确 的 。 

例 2. 同时 对 表达 载体 和 外 源 基 因 进 行 加 工 : “将 启动 子 或 前 导 肽 编码 后 面 和 外 源 基 
AS 端 前 面 的 多 余 序 列 , 同 时 删 去 以 得 到 正确 的 连接 。 通 常 采 用 的 是 训 核 昔 酸 互补 删除 
法 ,如 向 “ 因子 表达 载体 p57 引信 人“ 干扰 素 基 因 ( 见 图 10.7)。 主 要 步骤 如 下 : 


(1) 将 人 干扰 素 基 因 插 在 c 因子 表达 质粒 p57 中 : 用 Xbal-DNA 聚合 天 Ke- 
now 大 片段 与 Pstl 先后 作用 ,从 质粒 pLeIFDtrp1ll 中 切 出 0.8 kb 的 人 干扰 素 基 因 
片段 ,用 间接 方法 接 在 ac 因子 表达 载体 p57 的 引导 肽 编码 后 面 。 此 时 干扰 素 基 因 取 向 是 ” 


正确 的 ,但 前 导 肽 Arg85 密码 子 与 干扰 素 cys] 密码 子 之 间 有 24 +S RAR 
(2) 将 上 述 连接 产物 引入 M13m88， 得 到 单 链 DNA。 
(3) 合成 所 要 求 的 正确 接点 序列 的 寡 核 苷 酸 引物 。 正 确 连 接 即 前 导 肽 Arg85 与 a 


于 扰 素 cys] 连接 ,其 前 后 氨基 琶 顺 序 为 ， 
8585 


---leu asp lys arg cys asp leu.pro:* 


祖 应 的 编码 是 : 


ise a) 4 


*-TTG GAT AAA AGA TGT GAT CTC CCT:* 


ILO RR CANE AME BE ADDIS 12 个 核 苷 酸 共 24 核 背 酸 
5’-AGG GAG ATC ACA TCT TIT ATC CAA 


使 用 前 将 5 端 磷酸 化 。 
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BRA, Cite, WF 10wl TE 缓冲 


上 


“0.28kb == 
Mi3mp11 《YA4) 
(7) 
x Ap ' Co) | 
Mi3mpi! 
{ «a j arene 人 胰岛 素 原 基因 


SGATAAAAGA|TTTGTCAAT 
asp lys arg phe val asn 
BINT By fg : 
Mismp1i BREF 9 


图 10.6 ”人 胰岛 素 原 基因 引入 表达 载体 PYA41。 


(4) 单 链 M13 DNA 与 24 核 昔 酸 杂交 。 此 时 形成 一 较 大 的 单 链 环形 凸 出 , 相应 于 
忘 删 除 的 部 分 。 . 

(5) 引物 延伸 : 〈4)、(5) 二 步 可 参看 本 节 二 《二 )6 ERME BW DNARA BH 
Klenow 片段 使 之 合成 全 部 负 链 ,然后 加 入 T+ 连接 酶 使 之 首尾 封闭 。 

(6) 蔗糖 梯度 超 离 心 或 S1 酶 作用 。 使 未 形成 闭环 双 链 的 M13 DNA 水 解 ,以 降低 
背景 。 如 筛选 技术 熟练 ,本 步 亦 可 省 略 。 

(7) 转化 E. coli JM101 及 筛选 。 纯 化 的 闭环 DNA 转化 E. coli JM101， 用 合 
成 的 正确 接点 处 15 核 苷 酸 序列 5’-AGATCACATCTITTA 作 探 针 , 在 30 一 45sc 不 同 温 
度 下 作 叹 斑 杂 交 。 完 全 正确 的 序列 应 有 最 高 的 杂交 温度 ， 而 不 完全 删除 或 未 删除 的 序列 
因 错 配 而 大 大 降低 杂交 温度 

(8) 连接 产物 的 序列 鉴定 。 按 Messing 方法 直接 在 MI43 上 测定 接点 序列 上 从 一 
个 最 高 杂交 温度 的 噬 硒 中 ,有 一 个 给 出 预期 的 接点 序列 。 

(9) 构建 表达 质粒 。 将 上 述 c 因子 -ac FRRARM MI3ZRF 切 出 ， 组 人 适当 载 
fio : 
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′ 人 和 干扰 素 & 基 因 - ， ae 因 子 基 因 BRE 1 


Pp R x 不 能 配对 SS 
3) Oy 
R 
att 


(5) 


(1) 


M13 mp8 


图 10.7 BAFRKe 基因 引入 表达 载体 。 


例 3. 与 例 2 类 似 , 亦 属 同时 对 表达 载体 和 外 源 基 因 进 行 加 工 , 但 在 质粒 上 直接 进行 : 
以 “因子 -人 胰岛 素 原 基因 连接 为 例 ( 见 图 10.8) 加 以 说 明 。 

(1) 将 质粒 pBCA 中 的 人 胰岛 素 原 基 因 插 在 质粒 pYA-2 的 @ 因子 前 导 肝 编 码 后 
面 ,中 间 保 留 一 个 ;Hind Ul 位 点 。 注意 在 “因子 Arg85 密码 子 与 人 胰岛 素 原 Phel 密 
BFL, AUS RRR 

(2) 在 Hind II 处 将 两 个 基因 断 开 。 

(3) 1 外 切 酶 作用 。 

1 外 切 酶 从 .DNA 的 5-P 末端 逐个 降解 ,形成 含有 3 单 链 末 端的 双 链 DNA 中 间 产 
物 。 此 3 单 链 区 可 用 特定 引物 杂交 ( 见 下 文 ) 并 背 向 3 端点 做 延伸 修复 ,最 后 残留 的 未 修 
复 部 分 仅仅 是 引物 5 端 外 侧 的 3 单 链 区 ,可 以 很 方便 地 删除 ( 见 图 10.8(5))。 

(4) 合成 寡 核 苷 酸 引 物 。 共 需 二 个 引物 , 各 祖 当 接点 两 侧 5 端 应 保留 序列 。: 在 此 例 
th, Se TYAS HA Arg 85 一 Ser 81 编码 负 链 的 15 MEM dTCTTTTATCCAAAGA 
和 人 胰岛 素 原 Phe1l 一 Gln4 编码 正 链 的 12 BEM dTTTGTCAATCAG。 用 前 将 其 5 端 
磷酸 化 。 

(5) 引物 与 1 外 切 酶 作用 后 的 3 单 链 区 质粒 DNA 杂交 , 并 用 DNA 428A Kle- 


e246。 


“now 片段 延长 修复 。 
(6) 用 S1 酶 温和 地 作用 ,将 未 修复 部 分 删除 。 
(7) 删除 区 二 侧 平 端 连接 ,形成 环形 质粒 。 
(8) 转化 E. coli JM101， 并 筛选 吕 [Berita kA) TRO 
制备 10 个 左右 的 质粒 DNA 用 Hind II 水 解 实验 ， 人 
(9) BARE, 上 述 选 出 的 质粒 ; 按 例 1 的 原理 检查 接点 8 正确 的 接点 应 是 ae 因子 
。 基因 arg85 密码 子 与 人 胰岛 素 原 基因 Phel 密码 子 的 直接 连接 者 , 即 上 述 二 个 引物 宁 端 
_ 直接 对 接 者 ( 双 链 )。 如 (5) 一 7) 条 件 掌握 合适 ， 可 望 30 一 709% 选 出 的 质粒 有 正确 的 接 
Fat 4, 
oe AREY S1 BE EEN, 23g SRO CUS eA SI 
i$ 0 
本 法 与 例 2 比较 , 方便 和 效率 方面 是 其 特点 ， 如 在 让 动 序列 和 搂 和 基因 的 了 wi 
ABH See RT 本 法 更 为 适用 。 


6 因子 基 风 hb pra oe 
1.2kb 
pYA 2 


ola! 0", co eh 


co BOI ip A aa 


i gat rey 
PX 4y A OR 


A10.8 将 人 胰岛 素 原 基 因 引 和 x 因子 表达 载体 。 
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第 三 节 ”酵母 体系 中 的 基因 表达 
—, Beene 


与 细 莲 和 动物 细胞 相似 , 酵母 细胞 也 能 够 接受 外 部 DNA 并 发 生 转 化 。 由 于 酵母 有 
较 厚 的 细胞 壁 ,一 般 先 用 特殊 的 酶 类 将 壁 溶 评 , 变 成 原生 质 体 再 进行 转化 ;这样 可 以 有 较 
高 的 转化 效率 ,对 多 种 质粒 都 适用 ,但 需要 较 长 的 再 生 细胞 壁 时 间 。 近 年 来 ， 还 发 展 了 借 
助 各 种 盐 类 如 LiAc、LiSCN 进行 转化 的 方法 ,操作 简便 , 节约 时 间 , 但 效率 较 低 , 且 并 非 
每 种 质粒 都 可 以 得 到 转化 子 。 现 将 两 种 方法 介绍 如 下 ,质粒 为 YEp13 系列 ;标记 为 leu2， 
寄主 菌 采 用 5573-1B， 系 〈c, leu2, trpl, hist) 多 缺陷 型 。 


(—) MER 


(1) 寄主 菌 斜 面 活化 1 次 ,接种 一 环 菌 若 至 50ml YEPD HH, 30° 振 功 培养 至 
ODio = 1 一 2， 约 有 2 X 10’ 4h i /ml, 

(2) 室温 下 将 培养 物 离心 收集 ,用 mol/L 11) 295% 20ml 洗涤 1 一 2 次 。 

(3) 重新 将 酵母 细 欧 悬浮 在 Imol/L (RR 5ml 中 ， 加 入 Sal 2-3ITM, 0.1m! 
蜗牛 溶 壁 酶 (glusulase)，303sc 保温 1 小 时 。 

(4) 室温 下 低速 离心 (2, 000 r/min) 5 分 钟 ,收集 酵母 细胞 ,用 lmol/L 山梨 醇 10mt 
洗 一 次 ,再 用 山梨 醇 -Ca 溶液 10ml 洗 一 次 ,悬浮 在 -Iml 山梨 醇 -Ca 溶液 中 ,动作 应 极 轻 。 

(5) 在 一 个 小 试管 中 加 入 1 一 5wg 酵母 质粒 DNA (BAK RDB it el), MA 
0.1ml 上 述 细胞 悬 液 , 室 温 放置 5 分 钟 。 

(6) 加 入 lml PEG-Ca 溶液 ,室温 放置 10 4) Fh. 

(7) 低速 离心 收集 细 胸 ,悬浮 在 ml 山梨 酵 -Ca +H, A 一 15ml 试管 

(8) 向 试管 中 加 入 8ml 45°C 的 再 生 琼脂 ,摇动 后 ,倒车 加 有 底层 琼 晶 的 平板 上 到 

(9) 30° 保温 4 一 5 Ro 

(10) 选择 深层 生长 的 菌落 转 接 至 同样 培养 基 的 斜面 上 ，37%c 保温 2 天 。 

(11) 用 存活 的 转化 子 鉴 定 质粒 ,并 作 保存 。 


(=) 整体 细 苞 转化 


(1) 寄主 菌 活化 1 次 ,接种 一 环 菌 昔 至 100m YEPD 培养 基 中 。 30°C 振荡 培养 至 
ODu = 0.8—1 〈 菌 浓度 为 05 一 1 x 10’ 细胞 / ml), 

(2) 室温 下 将 酵母 培养 物 离心 , 菌 体 用 水 洗涤 1 次 。 

(3) 将 酵母 悬浮 在 0.5ml LiAc RK, 30° 保温 工 小 时 , 轻 轻 振荡 。 

(4) 在 一 小 试管 中 将 酵母 质粒 DNA 5 一 10xg 与 小 牛 胸腺 DNA (超声 处 理 , 但 不 
能 用 RNA 代替 ) 40 二 50wz 混合 ,乙醇 沉淀 ,干燥 后 立即 加 入 2041 水 润 混 。 

CS)MA ER LiAc HEM RAR 01m1,30°% 保温 30 分 钟 , 轻 轻 振 摇 。 

(6) 加 入 0.7ml PEG-Li WK, 30° 保温 30 分 钟 轻 轻 振 摇 。 

(7) 42sC 处 理 5 分钟 
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(8) 短暂 离心 。 沉 泻 的 酵母 细胞 用 TE 缓冲 液 洗涤 2-3 次 6 

(9) 将 细胞 悬浮 于 0.1ml TE 缓冲 液 , 铺 在 底层 琼脂 平板 上 ,30%C 培养 2 天 。 

以 上 转化 方法 均 应 做 对 照 5 

对 照 1. 不 加 质粒 DNA 〈 其 他 一 切 相 同 )。 应 JE FE LIE BL, 如 果 在 培养 期 间 出 现 
. 较 多 的 菌落 ,又 非 污染 的 话 ,说 明 培养 基 成 分 有 问题 ， alia 或 酵母 已 出 现 了 回 
复 实 变 , 应 重新 分 离 菌株 。 

”对 照 2. 酶 法 转化 ,还 应 在 酶 处 理 后 直接 把 1/20 酵母 原生 质 体 溶液 放 在 YEPD ;培养 
基 上 观察 。 如 菌 数 > 10°, 说 明 酶 处 理 不够 ; WE Aiwwnr 


(=) 转化 实验 用 培养 基 及 溶液 


3， 1s! 
a AR 10g. 
酵母 提取 物 Ae ul Bg 
加 水 至 450ml 
- 20 细 葡萄糖 3 50ml 
”分 别 灭 菌 ,然后 混合 
有 
山梨 醇 人 《2.5 mol/L) 40ml 
Tris-HCl(pH7.5, 0.1mol/L) 
-CaCl,(0. 1mol/L) 10ml 
H;O 50ml Rs 
SBI, 然后 混合 
3. PEG-Ca they 
Tris-HCl (pH7.5, 0.1mol/L) 
| -CaCl,(0.1mol/L) 7 lml ， 
PEG 4000 (45% 水 溶液 ) 9ml 
分 别 灭 菌 , 用 前 临时 混合 。 
4. 再 生 琼脂 : ‘ 
SRABC7.5%) 33ml 
Uy RUBE (2.5mol/L) 33ml 
10 X YNB-A Se MR- HEME ER 10ml 
葡萄 糖 (507 ) 3.3ml 
YEPD 液体 1.7ml 
BIKE RRS ERE URE) 
5. 底层 琼脂 
SRA 20g 
7k 800ml 
10 X YNB- 氨 基 酸 -硫酸 秩 2.5g 


水 100ml 
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AN 20% 
分 别 灭 菌 , 然 后 混合 。 
6.10 X YNB- 氨 基本 -硫酸 铁 
YNB- 24 SEB 
Fit BR 
7K 
灭 菌 后 冰箱 保存 。 
7. YNB- 氨 基 酸 混合 物 ( 用 于 leu 标记 质粒 ) 
YNB 《酵母 含 氮 碱 ) 
腺 苷 硫酸 盐 
br we | 
L-trp, L-his, L-met, L-arg 
L-tyr, L-ile, L-lys 
L-phe 
L-glu, L-asp, L-val, L-thr L~ser 


混 台 碾 细 备用 。 
8. LiAc BR 
LiAc 
Tris-HCl (pH7.5) 
EDTA(pH7.5) 
灭 菌 备用 。 
9. PEG-Li 溶液 
PEG-4,000 
LiAc 
Tris-HCl (pH7.5) 
EDTA (pH7.5) 
灭 菌 备用 。 


二 、 酵 母 质粒 的 检测 


未 转化 的 寄主 菌 在 选择 培养 基 上 不 能 生长 ,而 转化 后 可 以 生长 ,这 一 事实 说 明 转 化 酵 
母 亩 可 能 含有 互补 于 选择 标记 的 质粒 。 如 果 该 质粒 上 携 有 外 源 基因 ， 则 可 直接 测定 表达 
产物 。 在 某 些 场合 ,如 表达 产物 甚 少 , 产 物 不 能 分 泌 , 测 定 反应 不 甚 灵 敏 时 ,逐一 测定 表达 ， 
产物 较为 费时 费力 , 则 以 先 确定 转化 酵母 细胞 允 实 含有 所 要 求 的 质粒 较为 合适 。 


《一 ) BERN WR KER 


(1) Eve FEA ER LOMA, RE $9 平板 的 1/4 表面 。 
(2) 从 培养 基 上 刊 下 酵母 菌 若 ,悬浮 在 lmllmol/E 而 梨 醇 =0.0lmol/L EDTA(pH8.0) 


Hh, 离心 2 4} Bho 
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100mk 


' 25¢ 


5g 


100ml 


50g 
0.6g° 


0.6g. 

-各 06g 
各 0.9g: 
1.5g 

各 3.0g: 


0.1mol/L. 
0.01 mol/L. 
Immol/L 


40% (w/v) 
0.1mol/L 
0.01mmol/L 
Immol/L 


《3)》 将 沉淀 的 细胞 再 悬浮 于 0.9mol/L, 山梨 醇 -50mmol/L PRES FRA MPR (pH7.5)- 
1.4mmol/L 2- 斑 乙醇 中 ， 加 和 新 配制 的 0. Zymolase 60,000 水 溶液 25wul1,37sC 保 温 30’ 
分 钟离 心 1 分钟。 

14《4) 沉淀 悬浮 于 0:15mol/L NaCl- 0.01mol/L EDTA (pH8.0) 中 ， st 20% SDS- 
25 风 ， 立 即 混 匀 ;加 入 1% RNaseA Spl, Sie H 20 分 钟 。 
(>) 加 入 lvl DEPC 或 人 10 全 这 人 PMSF, 60° 保温 | 10 分 钟 ， 置 冰 浴 中 冷 - 

却 。 

(5) 加 入 50m Smol/L KAc, 0°C. KE 30 sy oh, RE Ro 
(7) 上 请 液 加 入 lml 无 水 乙醇 ，10% 放置 10 3, BOKER. 
(8) 沉淀 干燥 ,并 溶 于 50 wl TE 缓冲 液 ,在 —20°C 保存 。 


(=) 质粒 DNA 的 鉴定 


以 上 提取 的 质粒 DNA 样品 相当 不 纯 ， fe OY DNA 区 带 比较 模糊 
为 得 到 较 明 确 的 结果 ,可 采取 以 下 方法 ; 
1. Sonthern 吸 印 及 杂交 
将 上 述 提取 物 取 115 进行 电泳 ,然后 用 常规 方法 作 Sonthern 吸 印 ,以 pBR322 序列 
或 播 大 的 外 源 基 因 序 列 作 探 针 ， 进 行 杂交 鉴定 。 此 法 可 如 免 酵母 内 源 杂 质 干扰 ， 结 果 常 
很 清晰 。 ， 
“1 2. 酵 母 质粒 的 回收 
因为 所 用 的 质粒 多 属 穿 梭 质 粒 ， 故 可 在 E. coli 中 回收 。 方 法 是 将 上 述 提 取 物 ,1/5 
5 E. coli HB101 感受 态 细胞 500g] (制备 方法 见 有 关 章 节 )， OC 保温 1 小 时 ,42sC 处 理 . 
2 分 钟 ;加 2ml LB 培养 基 ,37”C 振荡 1 小 时 , 铺 氨 茜 青 霉 素 -LB 平板 ,37" 过 夜 , 应 有 大 
量 转化 子 。 对 照 用 未 转化 的 酵母 DNA (YEPD 平板 上 生长 ) 同 时 操作 ,应 得 不 到 转化 子 w 
回 恤 的 转化 子 可 用 微量 法 提取 DNA， 作 酶 解 鉴定 ,应 得 到 预期 的 电泳 区 带 。w 
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《三 ) 酝 母 菌 的 培养 和 表达 产物 的 测定 

-酵母 菌 培 养 比较 容易 。 在 完全 培养 基 上 酵母 生长 迅速 。30%c1 一 2 天 即 得 到 最 大 密 
Bo 用 选择 培养 基 则 酵母 生长 较 缓慢 ， 常 不 能 获得 最 大 密度 ， 但 质粒 的 拷贝 数 有 时 却 较 
高 , 按 菌 体 计算 的 表达 产 率 也 较 高 。 

“酵母 表达 产物 的 测定 包括 转录 产物 转译 产物 和 分 泌 产物 测定 。 

1. 转录 产物 测定 

酵母 ,mRNA 一 般 比 较 稳定 ,测定 转录 产物 不 十 分 困难 。 当 需要 了 解 转 录 调 节 情 况 ， 
或 蛋白 产物 测定 困难 时 ,转录 产物 测定 就 更 有 必要 了 。 转录 产物 测定 步骤 如 下 。 

(1) BERRA RNA 提取 。 转 化 的 酵母 菌 在 IL 选择 培养 基 上 长 至 ODum 一 1。 离 心 
收集 菌 体 ;用 冷水 洗 1 次 一 70sc 六 冻 酵 母 细胞 1 小 时 ,加 入 0.15mol/L NaCl ,50mmol/L. 
Tris-HCl. (pH7.4), 5mmol/L EDTA, 5%SDS 110ml, BGHY, 加 入 酚 = Mia Fe Re 
Cl ii:'0. 02, V/V)10ml, 振荡 至 少 10 分 钟 ， 室温 放置 10 分 钟 。 

在 下 相 中 加 入 40 mesh 玻璃 珠 , 强 力 振荡 3 分 钟 。 低 速 离心 ,吸出 水 层 ; 放 入 硅烷 化 
4) 4H FRNA 区 带 时 ?不必 加 RNaseA。 
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试管 中 。 加 入 1/10V 3mol/L NaAc(pH7.0),2V95% 乙醇 ， —70°C 过 夜 ， 高 速 离心 30 
分 钟 收集 况 淀 ,乙醇 洗涤 2 次, 干燥。 

(2) 总 mRNA 提取 。 用 oligo dT- 纤维 素 方法 4( 见 本 书 上 册 mRNA 提取 一 章 )o 

(3) mRNA 电泳 分 离 。 甲 基 科 -琼脂 糖 凝 胶 电 泳 可 得 到 最 好 的 分 离 效果 5 但 甲 基 秒 
毒性 太 大 ,可 考虑 使 用 甲醛 :琼脂 糖 凝 胶 电 泳 。 后 者 对 多 数 较 短 的 mRNA ae ee 
好 《电泳 方法 见 本 蔬 上 册 RNA 电泳 一 章 )5 

(4) Northern 吸 印 及 杂交 鉴定 。RNA ie DNA 基本 相同 ， RARER DAM 
变性 , 且 最 好 不 经 溴 乙 锭 染色 。 

用 外 源 基 因 作 为 探 针 ,测定 表达 产物 的 区 带 有 很 好 的 特异 性 ,几乎 没有 背景 和 干扰。 在 
多 数 情 况 下 ， 杂 交 区 带 郡 足够 清晰 。 区 带 显影 的 密度 可 以 很 方便 地 用 光 密 度 讨 测定。 如 
oF eR, 可 以 做 到 半 定 量 , 足 以 反映 外 源 基因 转录 的 情况 。 

2. Hh Ae Me AS eee ke 

转译 产物 测定 所 般 指 胞 内 该 蛋白 质 的 定性 ;定量 测定 。 Waieaooloe 
细胞 破碎 才能 进行 胞 内 成 分 测定 

(1) 酵母 细胞 的 破碎 。 使 用 French 压力 室 可 以 破碎 eA, sigan 
的 方法 则 需 用 年 轻 的 细胞 。 

BER OD = 0.5， 离 心 收集 菌 体 , BI 1/10V 的 0.9: mol/L ere 25 
mmol/L Tris-HCl (pH7.5)-1.4mmol/L 2-3§ CRIA KA, IMA Zymolase 60,000 至 50 
wg/ml, 25°C 保温 1 小 时 ,离心 , 菌 体 用 O0.1% Triton X-100-25mmol/L Tris-HCl (pH 
7.5)-1mmol/L PMSF 处 理 10 分 钟 ,高 速 离心 汪清 ,上 请 液 好 是 酵母 细胞 提取 物 。 

(2) 表达 产物 抗原 活力 测定 。 对 于 细胞 粗 提 物 之 类 的 样品 ， 最 好 用 免疫 方法 测定 表 
达 产 物 如 采用 放射 免疫 或 酶 标 免疫 方法 。 由 于 免疫 方法 灵敏 度 高 ,特异 性 强 ，， 全 全 
样品 也 不 必 有 预先 纯化 或 高 倍 浓缩 (具体 方法 请 参照 本 册 第 5 章 )。 ) 

在 条 件 许 可 时 ,用 2S 标记 表达 产物 而 用 非 标记 的 免 关 血清 亦 可 以 获得 明确 的 结果 ， , 
省 去 了 自制 标记 抗体 的 麻烦 。 最 简单 的 标记 方法 是 : RAH ODs00 一 0.5 以 - 
后 ， 离 心 收 集 酵母 细胞 ， 将 其 悬浮 在 酵母 含 氮 碱 - 混合 氨基 酸 培养 液 中 (成 分 参照 末节 二 
《一 );, 但 除去 EL= 甲 硫 氮 酸 ), 补 加 葡萄 糖 至 2%, MA “S-L- 甲 硫 氮 酸 10—40uCi, 30° 
振荡 培养 1 小 时 ,离心 收集 菌 体 $86 Ee AS Ta He PCR AE, PS) Sa DE» He SLE Ge BET HE . 
注意 沉淀 必须 充分 洗涤 ,并 作 空 白 对 照 。 本 法 的 主要 缺点 是 定量 困难 。 

(3) 表达 产物 的 电泳 测定 。 胞 内 成 分 十 分 复杂 。 直 接 做 SDS-PAGE 常 得 到 太 多 的 
区 带 。 上 样 过 多 则 区 带 分 辨 力 下 降 , 上 样 过 少 则 产物 不 易 检 出 ， 只 有 产物 的 含量 较 高 (总 
蛋白 2 多 以 上 ) 时 ， 示 较 易 于 找到 产物 区 带 。 用 ”53-L- 甲 琉 氨 酸 (或 “S-L= 半 胱 氨 酸 ) 标 
记 后 ,灵敏 度 大 大 增加 ;但 亦 限于 检 出 那些 分 子 量 与 胞 内 其 他 蛋白 祖 差 较 多 的 产物 。 若 产 
物 分 子 量 恰 与 胞 内 演 大 量 蛋 白 祖 近 ; 则 °S 标记 背景 常常 过 强 以 琉 难 于 检 出 产物 区 带 。 

较 好 的 方法 是 把 凝 胶 中 的 蛋白 区 带 用 电泳 转 印 到 硝酸 纤维 素 薄 膜 上 ， 再 用 放射 性 或 
酶 标记 的 抗体 处 理 ， 或 依次 用 非 标记 抗体 和 放射 性 或 酶 标记 的 第 二 抗体 处 理 ， 即 所 谓 
Western 吸 印 一 一 免疫 测定 方法 《可 参考 本 册 第 五 章 )。 此 法 不 仅 可 给 出 祖 晰 的 产物 区 
带 ;而 且 还 可 判断 产物 分 子 量 是 否 正确 ,以 及 表达 产物 是 否 遭 受 了 不 正确 的 加 工 或 降解 。 

(4) 表达 产物 的 生物 活力 测定 。 如 产物 有 较 易 测试 的 生物 活力 (如 酶 活力 、 免 疫 活力 
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等 等 ), 应 尽 可 能 予以 测定 ， 0 测定 。 县 有 预期 的 生物 活力 
是 表达 产物 最 实际 的 判断 指标 。 


., 2 表达 产物 的 结构 分 析 。 名 计生 物力 并 不 能 说 胃 全 部 机 窟 在 在 必要 
HORE 应 对 表达 产物 的 结构 作 进 一 步 分 析 。 


首先 必须 将 产物 高 度 纯化 ,在 HPLC 的 两 种 分 析 柱 上 《如 反 相 柱 和 离子 交换 柱 ， 或 
反 福 柱 和 玻 水 分 析 柱 ) 显 示 单 一 的 峰 ,或 达到 其 他 类 似 分 辨 力 的 纯度 指标 。 

然后 , 视 要 求 或 检测 一 段 氨 基 酸 序列 (Edman 法 ， 或 利用 重 白 序列 分 析 仪 ) 或 检测 蛋 
白 酶 解 图 谱 或 溴 化 氰 肽 谱 。 


如 产物 中 有 不 止 一 对 二 硫 键 ,应 芝 虑 二 硫 键 错 配 的 可 能 。 
如 产物 中 有 糖化 、 BCS eM LAR Si te ATL 
3. SEO WE 


分 泌 产 物 可 用 培养 液 直接 测定 ， WR ARABI SR AAAE)), 
Sy SH Hy SAME AE ANB o 


FY i HPS SE 9 A 2S D7 BRA 即 可 计算 出 分 记 效 率 。 

4. 周 质 部 分 的 表达 产物 测定 

有 些 表达 系统 分 刻 产物 大 部 分 在 周 质 ， sc MG Pa do ot ar SR 体 
含量 的 差额 算出 。 iil 测定 原生 质 体 含量 所 用 的 原生 质 体 ， 可 按 本 节 201) 制备 ， 至 Triton 
X-100 处 理 前 一 步 。 
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ced 哺乳 动物 细 胸 受 体系 统 中 的 基因 表达 
oF 


使 用 重组 DNA 技术 表达 外 源 基因 所 用 的 受 体 细胞 有 两 大 系统 : 其 一 是 原核 细胞 ， 
诸如 大 肠 杆 菌 和 枯草 杆菌 等 ( 见 第 二 章 )3 其 二 是 真 核 细胞 ;包括 酵母 (网 第 三 章 ) 及 哺乳 动 
觅 细胞。 本 章 叙 述 哺乳 动物 细胞 表达 外 源 基因 的 原理 和 技术 5 和 
1 哺乳 动物 细胞 自 ,50 年 代 以 来 已 广泛 用 于 病毒 学 的 研究 号 诸如 病毒 分 离 . 培 养 ,鉴定 、 
稼 断 以 及 多 方面 的 病毒 学 基础 研究 ,在 病毒 学 的 发 展 史 上 起 了 巨大 的 作用 。 在 实用 方面 ， 
.特别 是 在 制备 病毒 关 苗 方面 产生 了 巨大 的 经 济 和 社会 效益 ;消散 灰质 炎 活 疫苗 、 麻 疹 活 疫 
苗 ; 忆 型 脑 炎 灭 活 疫苗 以 及 狂犬 病 、 腮 腺 炎 等 灭 活 疫 苗 的 问世 和 推广 ; 控制 了 这 些 传染 病 
的 流行 ,保护 了 人 民 的 健康 ,这 些 成 就 的 取得 都 和 动物 细胞 的 应 用 密切 不 可 分 。 随 着 重组 
DNA 技术 的 发 展 , 对 一 些 在 动物 细胞 中 不 能 分 离 \ 难 以 培养 或 由 于 其 他 原因 难以 用 传统 
的 方法 制备 疫苗 的 病毒 ,诸如 乙 型 肝炎 病毒 s 下 Bi 病毒 ; 甲 型 肝炎 病毒 、 小 儿 及 成 人 腹泻 

， 病 毒 等 等 , 有 可 能 利用 重组 DNA 技术 达到 制备 疫苗 的 目的 。 近 几 年 乙 型 肝炎 病毒 基因 
江 程 细胞 疫苗 的 发 展 最 为 显著 ， 故 本 章 将 以 乙肝 病毒 重组 DNA 在 哺乳 动物 细胞 中 的 表 
过 为 例 进行 叙述 。 近 年 来 利用 动物 细胞 研究 基因 工程 产品 除 乙肝 病毒 外 ， 已 有 人 统 毛 膜 
WEE PRK (HCG), sk BALK (LH), WTR (PSH), AE KR (HGH), 
SAE CPactor VIIID)、 组 织 纤维 蛋白 溶 酶 原 激活 物 《TPA) 等 均 获得 不 同 程度 的 表 
Ko 由 此 可 见 ; 动 物 细 胸 和 重组 DNA 技术 相 结合 ,具有 更 广泛 的 造福 于 人 类 的 前 景 . 
(ERR INRA AS POR, 由 于 外 源 基因 的 表达 产物 可 
ABA DNA 转化 的 细胞 分 泌 到 细胞 培养 液 中 细胞 培养 液 成 分 完全 由 人 控制 ,从 而 使 产 
物 的 纯化 变 得 容易 。 动物 细胞 分 泌 的 基因 产物 是 糖 基 化 的 ,接近 或 类 似 于 天 然 产 物 w; 细 
移 在 二 次 接种 后 可 长 期 培养 (15- 一 120 天 ); 基 因 产物 源源 不 断 地 自 细胞 分 泌 出 来 ;从 而 可 
MERRIE DK HTS RIA SEER Gea AN RT NR APO 
PUR ANN EM 

Er JF a SH Ca LA FRO AR 
iit GARR a: HE DNA 的 产品 是 否 有 致癌 的 问题 ,自然 而 然 地 产生 了 疑虑 
.在 此 似 有 必要 追 述 二 下 哺乳 动物 细胞 用 于 生产 生物 制品 的 简 史 及 这 类 基因 产物 质量 控制 
的 要 点 ;以 解除 人 们 的 疑虑 ,为 广泛 应 用 动物 细胞 于 重组 DNA: 产品 的 研究 开辟 途径 oj， 

1954 年 世界 公认 只 有 来 源 于 正常 动物 的 组 织 细胞 才 可 用 于 疫苗 的 生产 ,即使 如 此 ， 
和 酝 已 有 的 活 疫 苗 生 产 中 ， 例 如 肴 获 灰 质 炎 病 毒 活 疫苗 因 使 用 原 代 恒 河 猴 肾 细胞 常常 带 有 
SV40 病毒 的 污染 ,麻疹 活 疫苗 因 使 用 鸡 胚 细胞 也 常常 混 有 鸡 白 血 病 病毒 的 污染 s :60 年 代 
另 一 类 可 以 有 限 传代 而 染色 体 正常 的 二 倍 体 细胞 问世 了 ,二 倍 体 细胞 能 否 用 于 疫苗 生产 ， 
事实 上 是 经 过 了 数 年 的 争论 才 被 认可 5 绿 猴 传代 细胞 (如 'GV-1 或 , Vero; 细胞 系 ) 在 70 
年 代 后 期 开始 用 于 将 纤 次 贰 炎 及 狂犬 灭 活 疫苗 的 生产 ， 其 安全 性 控制 标准 是 每 十 代 做 细 
Wes. 方法 是 在 课 鼠 或 去 胸腺 小 鼠 或 注射 抗 胸 原 血清 的 小 最 ,接种 103 细 胞 后 观察 三 
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周 不 致 瘤 。 由 于 病毒 在 细胞 内 繁殖 ， 细 胞 的 致 瘤 基因 有 可 能 和 病毒 整合 ， 这 种 病毒 若 用 


于 制备 疫苗 ,特别 是 活 疫苗 是 应 十 分 慎重 的 。 因 此 ,如 果 是 使 用 病毒 载体 制备 基因 工程 活 
疫苗 , 芋 述 项 剖 控 制 的 标准 还 是 应 严格 遵守 5 SOE REDE, 随 着 单 克 隆 抗体 技术 及 重组 
DNA 产物 的 相继 出 现 ， 更 广泛 地 使 用 传代 细 胸 制备 产 吕 8 LRT MHS, 争论 的 


内 均 是 致癌 的 ， ‘SRE SEB, ATi a a A 
. 质 ， 问 题 是 提纯 后 的 产品 中 是 否 混 有 以 及 混 有 多 少 可 能 有 潜在 致 瘤 性 的 细胞 :DBNA。 以 
-乙肝 基因 工程 动物 细胞 疫苗 而 论 ， 美 国 基因 技术 公司 和 祭 合 基因 公司 分 别 用 中 华 地 鼠 匈 


偶 和 小 鼠 C-127 细胞 制备 的 乙肝 疫苗 史 在 其 纯 制品 中 含 细胞 DNA BAF lpg, BT 


.着 已 经 美国 食品 药品 管理 署 (FDA) 同意 进行 癌 床 试验 ， 多数 肿瘤 专 腕 认为 疫苗 制品 中 
含 细 胞 DNA 量 小 于 10pg ， 产品 对 人 是 安全 的 。 世界 卫生 组 织 1985 年 12 月 已 拟定 草 
案 CPetriciani，1986)， 草 案 规 定 动物 细胞 生产 的 乙肝 疫苗 含 细胞 :PNA 量 每 剂量 中 应 


ASF lOpg (1986 年 放宽 至 aide Soden: to. aaa 似 


无 必要 考虑 。 


LF 


9 MpaL anton teis ee eae 
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人 动物 细胞 。DNA 进入 细胞 后 可 能 有 多 种 归宿 ;一 是 和 细 驳 DNA RERS ROE 
. 称 为 转化 ,转化 的 册 率 约 有 10 一 10“(Graham 等 ，1973)。 转 化 的 机 制 尚 不 填 式 清楚 ; 柯 
能 与 细胞 的 生理 状态 有 关 。 另 一 种 情况 是 外 源 DNA 借助 与 其 相连 接 的 特殊 病毒 3DNA ， 


如 牛乳 头 瘤 病 毒 〈bovine papiloma virus)， 可 以 不 与 细胞 DNA 整合 或 大 部 分 不 整合 ， 


-而 存在 于 细胞 染色 体外 ,借助 于 _.BPV DNA 在 特定 的 细胞 内 可 以 复制 而 不 形成 完整 病毒 
的 特性 , :连接 于 其 DNA 前 后 的 外 源 FDNA 也 可 复制 并 表达 (Wanz 等 ,A1983 万 H— 
种 情况 是 外 源 DNA 导入 细胞 后 不 发 生前 述 的 情况 ,最终 被 细胞 清除 。 以 转化 细胞 而 


论 ,在 转化 细胞 中 外 源 基 因 随 即 成 为 细胞 DNA 组 成 的 艺 部 分 ,在 特定 条 件 下 诸如 外 源 


_DNA 的 结构 ,包括 外 源 DNA 所 编码 的 基因 是 否 完整 ;启动 子 、 扩 增 基 因 、; 增 强 予 的 有 
无 和 强 弱 以 及 结构 的 合理 性 等 等 , 受 体 细胞 的 营养 缺陷 性 状 、 选 择 标记 及 与 之 相 匹配 的 选 
择 培 养 基 的 使 用 5 正确 的 转化 和 细胞 克隆 技术 ,最 终 还 需 视 外 源 DNA 和 细胞 染色 体 DNA 
整合 的 状态 以 及 整合 于 细胞 DNA 的 外 源 基因 拷贝 数 等 等 。 如 果 这 些 条 件 均 能 满 足 而 且 


“合理 ,外 源 DNA 即 可 随 细胞 繁殖 忌 谢 过 程 而 获得 天 达 。 INR EAT BS RE MR, 


随 着 细胞 繁殖 代谢 而 合成 ; 但 又 不 为 细胞 责 需 ， ogg 
ib RB RE 

Sa TRE BAER EE CET to AHO, BOM SA REE 
mA Gs LO A EEE REBAR 


Bs WE AL oh By A He eis SP AY Te AR 


如 人 概述， 外 源 基因 在 哺乳 动物 细胞 中 获得 表达 ， 需 要 一 些 必 不 可 少 的 或 特定 的 和 
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件 , 现 分 述 于 下 。 
一 、 外 源 DNA 或 供 体 DNA 


导 人 细胞 的 外 源 DNA 称 之 为 供 体 DNA， 它 可 以 通过 提取 、 人 工 合成 或 从 mRNA 
反 转 录 获 得 。 经 过 限制 性 内 切 酶 处 理 插 人 某 一 细菌 质粒 载体 转化 受 体 菌 ， 获 得 克隆 或 称 
无 性 繁殖 系 。 使 用 这 种 克隆 之 前 要 求 对 其 结构 与 功能 尽 可 能 了 解 ,诸如 全 基因 组 的 碱 基 排 
列 顺 序 。 限 制 性 内 切 酶 酶 急 图 谱 以 及 这 一 全 基因 组 的 各 个 特异 性 基因 编码 区 段 等 等 。 以 
乙 型 肝炎 病毒 DNA 为 例 ，HBV-DNA 的 结构 与 功能 已 相当 请 楚 (Tiollais, 1985) (图 
11.1)6 现 将 三 个 亚 型 ay7W、 adw 及 adr 的 初级 克隆 图 示 如 下 (图 Mli2)o 


pAOI-HBy  ) "oR : Ry 


15.27kb DNA 
(adw) 


:参考 Dubois(1980) 绘制 


E 
/ ”参考 Cumming(1982) 绘制 


pBR322 质 粒 “一 pHBV NC 1 Weak al 
/ DNA 6.8kb 
fadr) 


Bg Ba | 


参考 吴 祥 南 (1983) 绘 抽 参考 葵 良 婉 (1984) 绘 抽 
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图 11.2 =AWHCH DNA 初级 克隆 结构 图 。 
E=EcoR-l, Ba=BamHI, Bg 一 BglI。 Xb—=Xbal, Xh=Xhol, S= 乙肝 表面 抗原 基因 。 
Ap = RES BARRERA. Tce = 四 环 素 抗 狂 基因 。 


已 有 的 结果 表明 ， 以 上 各 个 克隆 系 直接 用 于 转化 哺乳 动物 细胞 麦 达 均 不 理想 。 有 的 认为 
不 表达 〈Daubois 等 ，1980)， 有 的 虽 有 表达 但 量 很 水 〈 阮 力 等 ,1983)， 使 用 首尾 相连 的 
双 拷贝 HBV-DNA 的 克隆 质粒 如 PCP10 或 , PTHBV-1 表达 量 也 达 不 到 高 效 (Dubois 
等 , 1980; Christman 等 , 1982)。 为 此 ， 欲 获 高 效 表 达 的 -HBV=DNA 克隆 质粒 必须 进 
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行进 一 步 的 改造 ,后 面 将 述 及 。 为 了 与 改造 后 的 HBV-DNA 克隆 质粒 相 区 别 , 上 述 克 隆 


系 均 称 之 为 初级 克隆 。 
二 和 


用 于 转移 外 源 DNA 的 运载 体 称 为 载体 。 用 于 转化 动物 细胞 的 哉 体 大 体 上 分 为 两 
类 ,下 面 以 乙 型 肝炎 病毒 DNA 的 克隆 为 例 加 以 说 明 。 

工 .初级 克隆 用 载体 

常用 的 有 pBR322、PpBR325 以 及 pAT153 等 。 

2. 表 达 用 载体 

Berg(1981) 和 Mulligan (1980, 1981) 等 人 构建 了 一 系列 的 病毒 DNA AHA 
体 。 这 类 载体 含有 大 肠 杆 菌 质粒 pBR 322 的 2.3 kb DNA， 包 括 其 复制 起 点 和 Apt 
基因 。SV40 病毒 315 bp WHE, iH SV40 的 复制 起 点 、 早 期 启动 子 及 72bp 的 重复 
序列 ,后 者 具有 增强 子 的 作用 。SV40 的 629 bp 片段 , 含 前 接 位 点 以 及 SV40 早期 转录 物 ， 
的 终止 和 多 聚 A 化 的 966 bp Hr BCA 11.3A)o 作 者 在 SV 40 复制 起 点 片段 下 游 的 Hind 
粘 未 端 插 人 天 肠 杆 菌 的 黄 嘎 吟 鸟 厌 叭 磷酸 核糖 转移 酶 〈XGPRT) 的 基因 :(Bco-gpt) ,或 
Qi MAR BAG (AGT) 的 基因 (Neo), Subramani 等 〈19817 将 小 鼠 的 二 氧 时 酸 
还 原 酶 〈《DHEFR) 的 基因 〈dhfr) 插入 同一 位 点 ， 构 造成 功 带 有 不 同 选择 标记 的 表达 用 
载体 5 利用 这 些 载体 将 外 源 基因 插 人 其 适当 部 位 即 可 达到 高 效 表达 的 目的 (图 11.3B 示 
三 种 表达 用 载体 )。 其 原理 及 实例 详 述 于 下 节 。 


|Eaaacenouaa 
(270) (200) (128) (37) (0/5243) (5 uy es 
Pyult SphI = Sph.I Neol. ve 


Hind 


(6 249 . 
PrepereccnentoccrcxcrAarrrr iri aritAihc AGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTA | 
ri Hf Foes § -> 上 上 --> a4 raed 
LESO LESI LES2 让 LES3 ERS 
EH 晚 早 期 晚 早 期 早早 期 起 始 位 点 


起 始 位 点 0 起 始 位 点 1 和 2 起 始 位 点 3 


图 11.3A AAR SV40 Pvu H-Hind Ul FOE aa AR AMRF (B Se Baty(1984) Kiki). 

另 一 种 载体 是 用 人 或 鼠 的 摄 金 蛋白 《metallothionein) 基因 插 人 大 肠 杆菌 质粒 中 , 例 
如 pMT 质粒 是 将 小 鼠 的 摄 金 蛋 白 基 因 插 人 pMT 质粒 , 构成 内 含 摄 金 蛋白 的 结构 基因 
及 其 强 启动 子 。 将 一 个 外 源 基 因 插 入 摄 金 蛋白 启动 子 后 ， 可 望 获得 高 效 表 达 。 在 PMT 
质粒 MT . 的 下 游 插 入 牛乳 头 瘤 病 毒 《BPV) 的 全 长 或 69 多 的 DNA Free, AX BPV 
可 以 在 细胞 核 内 复制 ,但 又 基本 上 不 与 细胞 DNA 整合 也 不 装配 成 完整 病毒 , 可 扩 增 至 
百 余 个 拷贝 的 特性 ,带动 其 旁人 出 的 区 段 MT 及 外 源 基 因 同 时 扩 增 。 利 用 上 述 原理 Hsiung 


e。 259 。 


315bp 


GB pBR322 DNA ae HR E40 万 -六 三 氢 叶 酸 还 原 酶 ( dhfr) 或 黄 味 叭 磷酸 
期 启动 子 核糖 转移 酶 (gpt) 或 氨基 础 酸 转移 基因 


ZB SV40 的 剪接 位 点 ER 一 SVR MERWE It MS KARA 


11.3 B 三 种 表达 用 载体 结构 图 。 


《1984) 等 人 将 HBV-DNA 的 135 kb 的 :BamHI 片段 ， 含 完整 的 乙肝 表面 抗原 基因 插 
AB MT 基因 启动 节 后 的 Be 1II 切口 ;转化 小 鼠 -C-127 细胞 ,获得 1—2mg/L’ 的 , HBs 
Ag 高 产 细胞 系 。 谢 彦 博 (1986) 等 人 利用 人 的 摄 金 蛋白 (HuMT-II) 启动 子 ， 经 多 层次 
的 剪 切 连接 ,最 终 构造 成 pdMTsAg-5: 重 组 质粒 , 转化 C-127 细胞 ; ARG HBsAg 的 
高 产 细 胞 系 。 并 利用 -MT 基因 可 被 重金 属 离子 诱导 而 提高 表达 量 的 原理 涛 对 表达 阳性 
细胞 加 入 4 mol/L 的 ZnCl 和 CdCh 使 乙肝 表面 抗原 的 产量 达到 0.7me/L 的 水 平 * 
较 初 表达 量 提 高 1.81 倍 。 


三 、 重 组 质粒 的 改建 


供 体 基因 的 初级 克隆 质粒 往往 由 于 缺乏 启动 子 , 或 虽 有 启动 子 而 不 够 强 ; 或 者 由 于 读 
码 框架 不 合理 等 均 会 造成 表达 不 高 或 不 能 表达 ,因而 需要 进行 必要 的 改建 5 为 了 达到 高 效 
表达 的 目的 ,改建 所 用 的 载体 DNA 的 选择 也 十 分 重要 。 最 常用 而 行 之 有 效 的 载体 DNA， 
以 乙 型 肝炎 表面 抗原 基因 为 例 ,有 pSV2-dhfr, pMT-BPV、 以 及 罗氏 肉瘤 病毒 的 长 未 端 
序列 构造 的 pAV-2(Standring ，1984)。 改 建 所 用 供 体 DNA 是 取 自 乙肝 病毒 DNA MD. 
级 克隆 质粒 的 某 一 片段 ,将 此 片段 用 其 粘 未 端 或 平 未 端 插 和 人 载体 质粒 中 ,经 转 楷 大肠 杆 划 
获得 改建 后 的 重组 质粒 ,再 进行 酶 切 电 泳 鉴定 。 当 证 实 其 转录 方向 与 设计 相同 时 ,此 新 改 
建 的 重组 质粒 即 可 用 于 转化 动物 细胞 。 FILL HBV-DNA 为 例 介 绍 几 种 使 用 pSV2- 
dhfr 载体 的 改建 方案 及 方法 。: at ae 2 er 

1. 粘 未 端 连接 法 改建 质粒 

pSV2-dhfr (ALA 11.4A) 为 利用 SV40 启动 子 后 的 Hind Ill 酶 切 位 点 , dhfr 后 的 、 
Bgl II 酶 切 位 点 ， 或 SV40 SRAM BATAAN BamHI 酶 切 位 点 , 均 可 考虑 为 插 大 供 体 
DNA 的 部 位 。 供 体 DNA 来 习 质 粒 , pTHBV-1， 用 Bgl II 内 切 酶 不 完全 水 解 , 用 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 分 离 2.7kb HBL, pTHBV-1 是 ayw WHA EcoRI AW MHRANEES 
AAEM YS DL HBV-DNA《〈 见 图 11:4B)5 每 一 个 拷 由 上 有 3 Bel MOA, 完全 水 
解 时 可 以 产生 A、B、C 3 个 片段 (图 11.4C)s 在 不 完全 水 解 时 获得 的 2.7 kb 的 片段 中 
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2.768kb NEA 
ea rs re ee ee 
图 :1.4 pSV2-dhfr. 和 pTHBV-1 的 结构 示意 图 。 
Gas] SV40 (复制 起 点 )?0.32kb。 KX 二 气 叶 酸 还 原 酶 基因 ，0.73kb。 SV 40 wines ta 


乙肝 核心 抗原 基因 Gene 3: ZE RI; EcoRI, Bg: Bgl me Ba: ‘oem HI, 
BwBSudramani(1981), Berg (1981), Christman (1982) 绘制 。 


ie AR A) A iti MARA BE; AE 2.743kb 片段 , 它 是 Bgl TIC, A 两 片 
段 的 未 完全 水 解 产物 ,含有 完整 的 前 S (包括 Pre-S1 及 Pre-S2) 及 完整 的 S 基因 ; 另 二 
种 是 2.768kb HEX, EE Bal I] A.B 两 片段 的 未 完全 水 解 产 物 ,含有 不 完整 的 前 SCPre- 
S1 不 完整 ,Pre-S2 完整 ) 5 完整 的 S 基因 及 不 完整 的 'C 基因 将 回收 的 所 有 2.7kb 片段 科 
用 同一 内 切 酶 的 粘 未 端 插 人 载体 DNA pSV2-dhfr 的 Bgl Il 切口 处 , 方法 是 将 pSV2-' 
dhfr FA Bgl H 完全 水 解 , 再 用 碱 性 磷酸 酶 处 理 防 止 自 身 环 化 。 载 体 DNA Sft(K DNA 
的 用 量 比例 为 1:3, 二 者 混合 加 入 _T4 DNA BERR, 10°C 反应 20K, ILA 
，HB101， 在 含有 氨 革 青霉素 〈Amp) 的 琼脂 平 血 上 任意 挑 出 100 个 转化 菌落 ,用 快速 提 
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图 11 5 A. ae DNA 重组 质粒 的 酶 切 鉴定 。 ”B- 所 上 重组 质粒 的 核酸 杂交 鉴定 。 
可 法 提取 所 有 转化 菌 的 质粒 DNA ， 然 后 与 载体 质粒 DNA 在 电泳 上 作 比 较 ， 选 出 比 载 
体质 粒 分 子 量 明显 大 的 重组 质粒 。 用 Bgl IL 完全 水 解 重组 质粒 ， TEAR A 2.3 kb 的 
HBV-DNA 片 和 假说 明 重 组 成 功 。 再 用 EcoRI 水 解 重组 质粒 ， 筛 选 出 含有 2.743kb 和 


ee 
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| 图 11.6 四 种 新 重组 质粒 的 结构 示意 图 。 

SV40 (复制 起 点 )。 EY :三 气 叶 酸 还 原 酶 基因 。BZB SV40 的 剪接 位 点 。 攻 局 SV40 的 
SRA A, MEM pBR322 (复制 起 具 )5 psDHB2 及 pspHR1 4 2.743 kb 的 HBV DNA 
. rB. pSDHB16 及 pSDHB17 & 2.768 kb 的 HBV DNA }7B, fRAIKYSH Be HBV 

~ DNA Bgl Ul ARSHCHK. A-PRORRD AERA MRNA, 


2 76akb FBO AIGA HAIER ARR, PRUE HEA 4 
‘Fh (pSDHB2, pSDHB11, pSDHB16 和 pSDHB17) 重组 质粒 进行 进一步 鉴定 。 


重组 质粒 的 鉴定 一 般 使 用 限制 性 内 切 酶 水 解 重组 质粒 即 可 作出 ,必要 时 使 用 核酸 转 


借 杂 交 法 鉴定 。, 现 略 述 如 下 : 
C1) BOBS. ER 4 种 质粒 是 用 2.743 和 2.768kb FERRIES HBV-DNA’ 
与 pSV2-dhfr 重组 产生 。 在 HBV-DNA LZ Hind III WWRU A, 4 pSV2-dhfr 


LA14MA.° A Hind Il 水 解 4 种 质粒 都 只 产生 约 ?7.7kb 的 一 条 带 。Bgl I A Dig 


水 解除 产生 pSV2-dhfr 的 '5:0kb 的 一 条 带 外 ， 尚 产生 2.3kb 和 0.4kb WAH he 
说 明 四 种 质粒 均 由 一 个 找 殉 HBV-DNA 的 2743kb BR 2.768kb 片段 与 pSV2-dhfr 所 构 
残 。EeoRI 内 切 酶 在 pSV2-dhfr 上 只 有 一 个 切 点 ,在 HBV-DNA J 2.7 kb 的 两 种 片段 
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上 也 有 一 个 切口 ,但 切口 两 侧 的 HBV-DNA 片段 的 大 小 不 同 ,所 以 EcoR! 2KAF UE A 
粒 都 产生 两 条 带 , 通 过 在 电泳 止 比较 其 大 小 ,同时 可 以 鉴别 不 同 质 粒 的 揪 人 方向 及 是 哪 种 
FrEeo EcoRI. 7k fi? pSDHB2 产生 4.1kb 和 3.6kb 片段 5 水 解 - pSDHB16 产生 4. Okb 和 
3.7kb 片段 ,表明 前 者 含有 2.748kb, 后 者 含有 2.768 kb HH, — Hs 基因 的 转录 方向 均 和 
dhfr 基因 一 致 。EcoR1 水 解 pbSDHB11 产生 5.3kb 和 284kb HEE, 7K4% pSDHBI7 产生 ， 
5.7kb 和 2.0kb 片段 ,表明 pSDHB 11 含有 2.743 kb HBV-DNA 1 &,pSDHBI7 含有 
2.768kb HBV-DNA }7BY, 二 者 $ BPH RASS dhfr sisson Die (A 
L1L.5A), 

(2) 核酸 转移 杂交 鉴定 。 将 Bel I 完全 水 解 的 四 种 质粒 DNA 和 则 多 内 切 酶 完全 
水 解 的 pTHBV-1 对 照 均 转移 到 硝 基 纤 维 素 薄膜 上 ,与 [ezPjdCTP 标记 的 ， HBV-DNA 
探 针 杂交 。 结 果 表 明 ; 这 四 种 质粒 产生 的 2.3kb 片段 均 系 特异 性 的 _HBV7 -DNA Bgl ll 完 
Ske RCA15B), 综合 上 述 鉴定 结果 可 给 出 四 种 重组 质粒 的 示意 图 (图 11.6)。 

使 用 adw 或 adr 亚 型 的 HBV-DNA 初级 克隆 进行 重组 质粒 改造 ( 张 一 鸣 等 ，1985)， 
由 于 adw 的 初级 克隆 pAol-HBV 是 由 EcoRI AE AWS HBV-DNA 一 个 拷 
贝 的 细菌 质粒 ， EcoRI Dit 7 HBV-DNA 的 前 s 基因 ， 如 需要 完整 的 前 ,S 基因 ,就 要 用 
EcoRI 从 初级 克隆 切 下 全 长 3. 2kb KY HBV-DNA 基因 给 ,经 电泳 分 离 ， 再 LT4DNA ze 
接 酶 环 化 ;然后 用 Bel U 完全 水 解 。 因 adw , 亚 型 HBV-DNA 只 有 2 个 Bell 切 点 , 故 
经 水 解 后 即 可 去 掉 C 基因 的 主要 部 分 ， 而 留 下 2.8kb 的 带 有 完整 的 Pre-S fens 
HBV-DNA 请 届 ”同上 法 将 此 片段 插入 pSV2-dhfr 的 Bel U 切口 处 ,经 过 花 切 鉴定 即 
可 获得 改造 后 的 重组 质粒 pSDHBW (图 11.7B),. 使 用 ,HBV-DNA adr 亚 型 时 ,， 围 于 原 
插入 的 3.2kb 全 长 淹 段 是 BamHI 片 眉 ,已 将 HBV-DNA OR A SE DEED UT, RAT 
SKS KAS, LAS ASH, WEE BamHI Mk pHBV-NCI. 初级 克隆 上 前 切 
下 3.2gb 片段 ,加 以 环 化 ,再 用 Bel IL WH, LBA pSV2-dhér 质粒 , 即 可 获得 改造 
后 的 adr 亚 型 的 重组 质粒 pSDHBr-1 (图 11.7A)。 

_ pSDHBw 和 pSDHBr-1 的 酶 切 鉴 定 : 原则 上 和 前 述 方法 类 似 , 即 先 用 Bgl 1 完全 水 
解 ， 经 电泳 证 明 有 .28kb 的 插 人 片 届 ， 再 选用 在 .pPBR322.2.3kb HEL MRAM HBV © 
序列 上 有 单一 切 后 的 内 切 酶 ， 计 算 好 插入 片 眉 的 正 反 相 不 同 在 酶 切 后 会 出 现 大 小 不 同 的 
RFE. SH pSDHBw JA EcoRI WJ, ‘pSDHBr-1 用 BamHl 切 , 从 各 自 的 两 条 
大 小 不 同 的 电泳 带 判断 这 两 种 重组 质粒 均 属 正 向 。 

上 述 重组 质粒 改建 的 方法 所 用 供 体 DNA 均 是 ;HBVY-DNA, 的 Bgl I] KHER 
有 Pre-S MISHA MAA HBV 的 启动 予 , 且 置 于 4dhfr 基因 后 y 本 能 使 :3VY40 的 强 
启动 子 未 充分 发 挥 作 用 引 为 了 纠正 赴 述 改建 中 可 能 存在 的 缺点 ,可 将 ,HBV-DNA- 的 S 
基因 直接 插 人 SV40 启动 子 后 ,由 于 供 体 DNA 和 受 体 DNA 的 粘 未 端 不 同 ， DK 
未 端 连接 方法 ( 见 下 述 )。 

2. 平 末端 连接 法 改建 重组 质粒 日 

使 用 上 述 pSDHBr-1 作 供 体 SDNA, 用 Hind HI 和 和;Xholl 完全 水 解 ， S1 He HIER 
端 ? 再 用 .T4DNAI 连接 酶 环 化 ;ypSDHBE1 去掉 Hind IlIl-Xhol -\\H EBAY pSVHBr, 
其 SV40 启动 子 直 接 和 忒 肝 '$ BAS MEH. ES 基因 的 起 始 信号 ATC AAA 23 
bp 的 旁 侧 序 列 ， 这 种 结构 可 能 有 利于 发 挥 ' SV40 早期 启动 子 的 作用 。 为 利用 dhfr 基 
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图 11.7 粘 末 端 连接 构建 adr，adw 亚 型 乙肝 重组 质粒 。 


- 重新 构建 pSDHBr(adr) KARL. B. 重新 和 构建 PSDHBw(adw) 重组 质粒 。 


ori 
pSDHBr-} 
7.8kb 


pSV2DHBr2 = 32 
Ba SV40 10kb 


1138， 平 未 端 连 接 构建 pSV2DHBrd-32 质粒 。 

因 ， 再 以 pSVHBr 为 供 体 用 -PvuI 和 Bel HI 完全 水 解 ，'$1 酶 削 平 粘 末 端 ， 电 泳 回 收 
Pvull-Bgl Il 约 2.1 kb 的 小 片 朋 ， 含 有 SV 40 启动 子 及 乙肝 的 S$ HA, BH RBA 
pSDHBr-1 的 Pvull 切口 处 ,构建 成 一 个 双 拷 贝 $ 基因 的 质粒 ,从 Pvull 起 向 3 方向 的 
排列 顺序 是 SV40 一 无 Pre-S, py S 基因 一 SV40 一 dhfr 一 带 完全 Pre-S 的 S 基因 ， 命 
名 为 pSV2DHBr-2-32〈 图 11.8), 其 大 小 为 10kb， 同 前 法 鉴定 结果 为 正 向 。 | 

将 pSV2 DHBr2-32 用 Bglll 完全 水 解 , 使 其 缺失 掉 3 端的 带 Pre-S 的 S 基因 ，, 即 
构成 pSV2 DHBrl-32， 此 质粒 只 带 有 一 个 无 ;Pre-S 的 S 基因 。 

使 用 上 述 设 计 组 建 的 乙肝 重组 质粒 可 分 类 如 下 : 

(1) 利用 HBV-DNA Pre-S 和 S$ 基因 及 其 启动 子 和 dhfr 扩 增 基因 组 建 的 质粒 脸 
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pSDHB2, pSDHB16 (ayw), pSDHBw(adw) 及 pSDHBr(adr), 
(2) 利用 SV40 朋友 了 并 和 5 的 央 辕 横 大 SV 40 启动 的 dhfr i vinnie 
oy pSV 2DHBr1-32, 
(3) RAI SV40 启动 子 直 接 和 无 Pre-S WS eRe, 也 利用 完整 的 Pre-S 与 
S 基因 及 其 自身 启动 子 及 dhfr 扩 增 基因 构造 的 质粒 为 bSV2DHBr2-32。 
员 以 上 这 些 改建 后 的 乙肝 重组 质粒 均 可 获得 1wg/ml ZAM HBsAg 的 表 过 ， 其 中 
ever DHBr-1-32 RKBRBo 


i 


_ oH TEIN . Rit i+ 
) PPA RRANEA DNA 从 而 表达 外 源 基因 的 动物 细胞 谓 之 受 体 细胞 。 受 体 细 
胞 目前 只 能 用 传代 细胞 而 不 能 用 原 代 细 胞 ， 原 因 是 后 者 生活 代数 短 ， 不 能 适应 基因 工程 
RAGA DNA, 选择 , 克隆 、 建 立 细胞 系 以 及 连续 传代 收集 产物 等 之 用 传代 细胞 分 为 
两 大 类 :一 类 是 营养 缺陷 型 《auxotrophic) 细胞 ， 例 如 Ltk7, CHO-dhfr ”细胞 。 另 一 
， 淡 是 非 营养 缺陷 型 细胞 ,这 类 细胞 很 多 ,诸如 来 自 绿 猴 肾 的 传代 细胞 CV-1,Vero ,小 鼠 的 
3T3、 c127-1 signe FE) Bl SN 2 BS SES , FER Ge ee A 
: -条件 。 iM . 
i aaa | | 
& | RIMM RRR REA A: 其 一 AEM MAt, INANE 
径 合成 5- 磷 酸 筷 糖 (R-5-P)， 再 经 磷酸 核糖 焦 磷酸 激酶 催化 与 ATP 作用 合成 1- 焦 磷 
酸 -53 了 磷酸 核 精 [(PRPP)， 然 后 经 过 10 步 代谢 到 应 而 合成 次 黄 厌 吟 核 昔 酸 (IMP)。 如 果 
EEE 10 步 代谢 反应 中 由 于 细胞 某 一 基因 缺失 或 由 于 核酸 代谢 药物 的 阻 断 , 常 使 所 需要 
的 楷 缺 失 ， 细 胞 尚 可 利用 第 二 条 途 从 ， 即 应 急 途径 完成 核酸 代谢 以 保证 细胞 的 存活 和 繁 
殖 。 在 应 急 途 径 中 已 知 的 酶 有 次 黄 顺 叭 鸟 味 叭 磷酸 核糖 转移 酶 (HGPRT) 、 腺 叮 叭 磷酸 
BEM (APRT) 以 及 胸腺 喀 啶 核 昔 激酶 〈TK3 S HGPRT 和 APRT 可 以 利用 
外 源 的 次 黄 味 哈 和 腺 味 叭 合成 次 黄 呀 叭 核 苷 酸 (IMP)。TK 可 以 利用 外 源 的 胸腺 喀 啶 脱 .， 
氧 核 背 合成 胸腺 喀 啶 脱氧 核 苷 酸 (dTMP) 从 而 完成 叮 吟 喀 啶 的 代谢 过 程 ， 保证 细胞 生 . 
长 。 营 养 缺陷 型 细胞 就 是 指 那些 缺失 卫 HGPRT St APRT 或 TK 以 及 二 氢 叶 酸 还 原 . 
Be (DHFR) 基因 的 传代 细胞 。 HGPRT, APRT, TK ARAM MIMWS REAR - 
通 , 而 DHFR mA MANEL MA MARR ESREDH MEER eHRE 
让 能 够 正常 生长 和 繁殖 ， 而 后 者 则 需 利用 其 未 缺失 的 HGPRT, APRT UR TK 的 存 
在 ， 在 培养 基 中 加 入 次 黄 嘎 叭 或 腺 叮 吟 及 胸 昔 才能 维持 这 类 细胞 的 正常 生长 和 繁殖 。 利 
用 这 类 营养 缺陷 型 细 想 经 导 人 相应 的 基因 弥补 它们 的 缺陷 ， 使 用 相应 的 核酸 代谢 阻 断 齐 
形成 各 自 的 选择 系统 ,可 从 百 、 十 万 个 编 钨 中 能 选 出 一 个 转化 细胞 ,其 妙用 自 不待 言 。， 
焉 面 就 两 种 不 同 的 营养 缺陷 型 细胞 具体 说 明 其 原理 及 使 用 条 件 。 
C1) 小 鼠 胸 苷 激酶 基因 缺失 细胞 Cit“), SL APR EA, RUS RET Sta 
DNA 双 链 上 的 tk 基因 (tk )。 它 的 正常 核酸 代谢 途径 无 障碍 ,因而 在 正常 培养 基 中 可 
”以 生长 良好 。 当 使 用 氨基 蝶 叭 或 氨 甲 蝶 叭 等 核酸 代谢 阻 断 剂 使 其 正常 的 核酸 代谢 途径 中 
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断 ， 即 使 在 培养 基 中 加 入 胸 若 和 次 黄 硅 岭 , 细胞 由 于 缺失 tk SEO ERE 
如 果 利 用 基因 王 程 技术 将 克隆 的 tk/ 基因 [通常 用 疱 盗 病毒 tk 基因 克隆 质粒 Bi(Enguist 
1979)， 它 是 由 ,5BR322 和 HSV-tk 重组 而 成 ] 导 人 细胞 , 当 HSV-tk FUG DNA 发 
RSS, Lek 绍 胞 即 转化 成 Ttk+ 细胞，: 其 转化 率 昌 只 有 10°—10-5 A+R BA 
分 之 一 ， 人 HAT (hypoxanthine, aminopterin, thymidine) HEB, HRI 
tk” :细胞 很 快 死亡 ,而 tk* 细胞 得 以 存活 并 长 成 细胞 集落 。 如 果 在 HSV-tk 导 人 细胞 的 
”同时 将 另 一 外 源 基 因 的 重组 DNA 也 导 人 细胞 〈 此 法 称 为 共 转 化 ) 计 或 将 处 源 DN 双 这 
先 和 tk 基因 重组 人 同一 质粒 中 ,将 此 重组 DNA 导 人 细胞 ( 单 转化 ), 在 使 用 上 述 选 择 培 
养 基 条 件 下 ， 可 以 借 tk 基因 标记 获得 tk+ 并 能 表达 外 源 基因 的 克隆 细胞 系 。 

(2) 中 华 地 鼠 卵 策 二 氢 叶 酸 还 原 酶 基因 缺 关 细胞 (CHO-dhfr-) (Chasin L. 赠 )。 
这 也 是 一 种 完全 缺失 了 细胞 DNA 双 链 上 的 二 氧 叶酸 还 原 酶 基因 (dhfr-) 的 双人 缺失 细 
胞 。 在 动物 细胞 正常 的 核酸 代谢 途径 中 ,， 甲 酰 四 氢 叶 酸 参与 十 步 到 应 中 的 两 步 ， 提供 甲 
酰基 完成 1- 甘 氨 酰 胺 -5 磷酸 核 萌 〈GAR) 到 由 - 甲 酰 甘 氨 酰 胺 := 磷酸 核糖 (GAR), 
及 5- 氨 基 -4- 氨 基 甲 酰 咪 只 -5' -磷酸 核 苷 CAICAR): Se MMR CMB) 的 代 
谢 到 应 。 EMR C4TMP) ;的 代谢 中 也 需 甲 烯 四 氢 叶 酸 提供 甲 基 而 使 脱氧 三 磷酸 尿 音 
CdUTP) 甲 基 化 而 完成 8 二 氢 叶 酸 还 原 酶 (DHFR) 是 催化 二 所 叶酸 还 源 成 四 气 叶 酸 
所 必需 的 酶 ， 它 的 缺失 使 细胞 失去 了 四 氮 叶 酸 的 供应 ， 细 胞 的 正常 核酸 代谢 途径 必然 中 
断 , 此 种 细 驳 在 未 转化 前 在 正常 培养 基 中 也 不 能 生长 ,必须 加 入 次 黄 味 叭 (或 腺 叮 叭 ) 和 胸 
昔 , 借 助 其 应 急 途 径 才 能 生长 。 如 果 将 克隆 化 的 小 鼠 dhfr 基因 导 人 细胞 jdafr RAB 
和 细胞 DNA 整合 ，dhfr- 细胞 则 转化 为 不 缺失 的 《dhfr+) 细胞 。 在 导入 :dhfr | 基因 后 
从 培养 基 中 撒 去 次 黄 顺 叭 (H) 和 胸 蔡 6T， 转化 的 dhfr+ 细胞 即 可 生长 ,而 未 转化 的 依然 
是 dhfr 的 细胞 则 迅速 死亡 。 利 用 这 亏 原 理 ， 如 果 把 一 个 外 源 基因 与 dhfr; 基 因 重 组 类 
AM, BRB DNA 转化 CHO-dhfr 细胞 ,撤除 原 培养 基 中 的 卫 和 个 ,， 即 可 获得 
dhfrt 并 能 表达 外 源 基 因 的 克隆 细胞 系 。 这 

2. 非 营养 缺陷 型 (代谢 途径 正常 ) 细 胞 

所 有 的 动物 传代 细胞 除 已 证 明 是 营养 缺陷 型 细胞 之 外 均 属 此 类 ， 因 其 种 类 多 炒 习 均 
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表 11,1 从 三 系 猴 肾 细胞 选择 非 营养 缺陷 型 细胞 


选择 试剂 本 
(Hg / m1) pt mai ‘ LLC-MK2 Vero “  - CV-1 
5° esuRmere 300 «| TKS ，， ”并 (Pa) +* (PA) +# | (P3) ae 
8-RA SK HGPRT- + . = | 中 a 
二 氨基 顺 叭 .30 APRT- 十 de - 一 
SRM 25 XGPRT 十 - = = 
HAT TK* #1] HGPRT*++ 一 十 十 
MXAAT XGPRT+ res 也 + ‘ 


HAT; KRM 15ug/ml, AM 2ug/ml, HF 10ug/ml。  、 
MX AAT: MM 2yg/ml, MEM 250ug/ml, FRM 25ye/ml, RABY 2ug/ml, fae ‘10g /ml, 
十 示 细 胞 生长 ， 一 示 细 胞 死亡 ， 士 示 细胞 不 完全 死亡 。 Rx 示 细胞 传代 代数 。 
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经 过 检查 ,是 否 有 缺失 以 及 缺失 何 种 酶 应 事先 作 检查 ,在 证 实 其 确 无 缺失 时 方 可 使 用 ， 以 
免 误 事 。 表 11.1 示 出 几 种 细胞 的 检查 结果 。 

从 表 '11.1 可 见 三 种 猴 肾 传代 细胞 的 营养 缺陷 性 状 〈 阮 蔬 琴 等 , 1984, 1985)。 正常 
的 动物 细胞 具有 TK、HGPRT、APRT 等 酶 ， 但 不 存在 黄 味 叭 鸟 味 吟 磷酸 核糖 转移 酶 
《XGPRT)， 因 之 正常 细胞 分 别 在 含有 5-RMARE (BUAR), 8- RAS, 2-ARE 
% (2-Ap) 及 霍 酚 避 的 培养 基 中 不 能 生长 ,其 中 BUdR 效应 慢 , 需 连续 传代 加 药 观察 。 表 
11.1 中 三 种 细 胸 以 CV-1 细胞 较为 理想 ，CV-1 对 BudR, 8-Aza 及 2Ap 均 敏 感 ， 在 
HAT 培养 基 中 能 生长 ,说 明 CV-1 细胞 无 TK, HGPRT 及 APRT 的 缺陷 , 确 是 无 营 
养 缺 陷 的 细胞 。CV-1 细胞 对 MPA 敏感 ,在 MXAAT 选择 培养 基 中 也 不 生长 ,说 明 其 
不 存在 XGPRT， 适 宜 用 Eco-gpt 作 标 记 进 行 转 化 和 用 -MX (mycophenolic acid 及 
xanthine) 选择 培养 基 选 择 ( 图 11.9)。LLC-MK2 Aide BudR 有 抵抗 , 在 HAT 培养 
基 中 不 生长 ,怀疑 可 能 有 TK 或 其 他 酶 的 缺失 。Vero 细胞 对 BudR 抵抗 ， 对 MXAAT 
有 一 定 抗 性 ,二 者 均 不 是 理想 的 无 营养 缺陷 的 正常 细胞 。 

使 用 正常 细 驳 进行 转化 表达 外 产 DNA 时 ， 需 使 用 显 竹 标 记 《dominant marker) 
作 选 择 标记 , 详 见 下 节 。 


ines 货 呀 叭 Sains 
' HGPRT XGPRT HGPRT 
ARMM EMR 
Pat ene aera Sree XMP. GMP 
Hm AN BLA 
APRT 
Wena 


图 11.9 gpt HARM RCSB Mulligan (1981) 文献 绘制 ]。 


五 、 选 择 标记 和 选择 培养 基 


人 工 将 外 源 DNA 重组 质粒 导 人 动物 细胞 希望 获得 基因 表达 ， 也 即 产生 基因 编码 的 
HAR, 这 是 基因 工程 的 目的 。 前 已 述 及 DNA 转化 细胞 的 机 率 很 低 。 要 想 从 几 十 万 细 
胞 中 选 出 一 至 数 个 转化 并 有 基因 表达 而 且 产 量 较 高 的 细胞 ， 如 果 没 有 选择 标记 几乎 是 不 
可 能 的 。 因 此 选择 标记 无 论 是 用 什么 受 体 细胞 (如 大 肠 杆菌 、 酵 母 或 动物 细胞 ) 都 是 必需 
的 。 对 动物 细胞 而 言 , 由 于 细胞 的 种 类 多 ,性 质 不 同 ， 使 用 的 选择 标记 也 各 异 。 选 择 培养 
基 一 般 是 用 细胞 核酸 代谢 的 阻 断 剂 ， 同 时 加 和 人 和 欲 利用 的 细胞 代谢 途径 〈 如 正常 或 应 急 途 
径 ) 所 需 的 底 物 ,并 使 选择 标记 和 选 当 培 养 基 相 匹 配 ,每 种 细胞 和 选择 标记 、 选 择 培养 基 相 
抱 配 构成 各 自 的 选择 系统 。 和 常用 者 列举 如 下 。 

1. Lek” 细胞 -HSV-tk 标记 基因 -HAT 选择 培养 基 
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Wiglar 等 人 使 用 这 一 标记 系统 十 分 有 效 〈Wigler 4, 19792, 1979b). 在 这 一 系 
统 中 tk 基因 导 和 人 并 整合 于 细胞 DNA, HAT 选择 培养 基 中 的 aminopterin 阻 断 细胞 正 
常 代 谢 途 径 , 人 迫使 细胞 动用 其 HGPRT 及 新 获得 的 TK。 利 用 HAT 中 的 hypoxanthine 
及 thymidine 通过 应 急 通路 使 tk+ 细胞 存活 ，tk” 细胞 死亡 从 而 达到 选择 的 目的 。 所 
用 HAT 的 最 终 浓度 H15wg/ml; 太 2.2ug/ml, T10wg/ml， 事 前 配 成 100 倍 母液 ,用 时 
按 19 比例 加 入 生长 液 。 此 系统 的 优点 是 细胞 易于 培养 ,克隆 ,缺点 是 芷 基因 只 有 选择 作 
用 并 无 扩 增 功能 ， 但 可 与 其 他 系统 联合 使 用 而 达到 高 效 表 达 的 目的 。 另 外 当 把 A 的 浓度 
加 大 10 倍 , 工 的 浓度 减少 10 倍 , 可 人 迫使 细胞 表达 稳定 ( 阮 力 等 ,1984)o 

2. CHO-dhfr~ 细胞 -dhfr 标记 基因 -MTIX 选择 培养 基 

这 一 系统 中 dhfr 基因 不 但 可 作为 选择 标记 ， 同 时 也 可 作为 扩 增 基因 。CHO-dhfr- 
细胞 被 dhfr 基因 转化 后 ,从 细胞 培养 基 中 撤去 五 (或 Adenine) 和 工 ， 转 化 后 dhfr+ 4A 
胞 即 可 在 正常 培养 液 中 生长 。 当 加 入 MTX 后 , 随 着 浓度 加 大 (一 般 从 10 ’mol/L Fie, 
次 增加 到 3—5X1077 mol/L, 10~°mol/L), dhfr 基因 的 拷贝 数 即 扩 增 ,产物 DHFR th, 
大 量 增加 ， 这 种 基因 扩 增 涉及 dhfr 基因 两 侧 的 区 段 ， 如 果 在 其 前 或 后 插 人 外 源 基 因 ， 
就 有 可 能 同时 使 外 源 基 因 得 到 扩 增 。 我 们 在 乙肝 -DNA 表达 试验 中 利用 这 一 原理 ， 可 使 
HBsAg 的 产量 扩 增 数 倍 到 数 十 倍 。 

3. Vero 细胞 -dhfr 标记 基因 -MTX 选择 培养 基 

绿 猴 传代 细胞 Vero 细胞 系 并 不 缺失 dhfr 基因 ， 在 正常 细胞 培养 液 中 可 以 生长 良 
好 。 但 试验 证 明 它 对 氮 甲 蝶 哈 (MTX，0.02wg/ml) 敏感 ,其 原因 不 明 , 可 能 和 细胞 原 有 
.的 dhfr 基因 不 能 快速 适应 MTX 的 加 入 量 有 关 。 因 此 重新 导入 dhfr 基因 使 其 和 细胞 
DNA 整合 即 可 试用 MTX 选择 出 对 MTX 有 抗 性 的 细胞 ( 阮 巩 琴 等 , 1985)。 用 pSDHB2 
和 pSDHB 16 两 种 质粒 转化 Vero 细胞 ，MTX 的 终 浓 度 从 0.01wg/ml 渐 增 至 0.24g/ 
ml， 结 果 选 出 4 系 能 表达 HBsAg 的 细胞 系 。 

4. CV-1 细胞 -Eco-gpt 选择 标记 -MX 选择 培养 基 

5. Vero 细胞 -Neo 选择 标记 -G418 选择 培养 基 

这 两 个 系统 中 所 用 的 细胞 均 是 无 营养 缺陷 型 细胞 ， 来 自 大 肠 杆 菌 XGPRT 的 基因 
(Eco-gpt) 及 氨基 糖 背 转移 酶 〈(AGT) 的 基因 (Neo), 在 正常 动物 细胞 中 并 没有 这 些 
酶 或 基因 ,使 用 这 些 基因 作 标 记 称 为 阳 幅 标记 。 当 把 这 些 基 因 导 人 并 与 细胞 DNA 整合 ， 
即 可 对 相应 的 选择 培养 基 产 生 抗 性 而 被 选择 出 来 ， 那 些 未 整合 有 这 些 基因 的 细胞 同时 死 
亡 。 和 Eco-gpt 相 匹配 的 选择 培养 基 是 霉 酚 酸 (M) FRY (X)， 其 中 M( 终 浓度 25 
pg/ml) BA Wr IMP 一 XMP 的 细胞 代谢 途径 (图 11.9), 只 有 整合 有 Eco-gpt 基因 的 细胞 ， 
才 可 借 其 编码 的 XGPRT FA X CAR 250wg/ml) 合成 XMP 而 使 细胞 生长 ,用 这 一 系 
统 使 HBsAg 在 CV-1 细胞 中 获得 表达 ( 阮 薇 琴 等 , 1984)。 和 Neo 相 匹 配 的 选择 培养 
基 是 G418 (Colbere-Garapin, 1981), G418 是 一 种 蛋白 合成 抑制 剂 , FE 2- 去 氧 链 霉 
胺 的 作用 抑制 真 核 细 胞 蛋白 的 合成 。 导 入 并 整合 了 AGT 的 基因 的 细胞 可 以 抵抗 G-418 
的 作用 而 存活 ;反之 在 G418 作用 下 全 部 死亡 ,在 此 系统 中 G418 的 终 浓 度 为 400—600 
pg/ mi, 

以 上 两 个 系统 的 共同 缺点 ,一 是 选择 细胞 克隆 较 难 ,二 是 因 没 有 扩 增 基因 ， 外 源 基 轻 
表达 量 不 高 5 前 者 和 细胞 的 生长 有 关 , 后 者 则 为 Eco-gpt 及 Neo 基因 本 身 的 性 质 所 限 。 
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六 、 重 组 DNA 转 染 细胞 


1. 重 组 质粒 的 制备 

无 论 是 外 源 基 因 与 选择 标记 重组 的 质粒 DNA 或 是 只 含 选 择 标记 基因 的 质粒 DNA, 
转化 细胞 后 获得 质粒 菌 种 均 冻 干 保存 ， i ale il 

C1) LBTMG 培养 基 的 配制 。 


Bacto trypton 10g 
粉剂 酵母 浸出 液 58 

. NaCl 5g 
Imol/L “Tris-HCl 10ml 
iImol/L MgCl, 1ml 
加 水 至 1,000ml 


调整 pH 至 7.5， 高 压 灭 菌 ， 冷 却 后 再 加 入 10% 的 葡萄 糖 溶液 5ml 及 注射 用 维生素 B, 
10mg5 

(2) 活化 带 质 粒 菌 种 。 将 菌 种 接种 于 5ml 的 LB TMG 说 养 基 中 ， 加 相应 抗生素 
《100wg/ml 氮 革 青霉素 或 100wg/ml AK GRAM 20wg/ml ARR), 37°C 静 置 培养 
Tt Bo. < 

(3) 重组 DNA 的 扩 增 。 

a. 5ml 活化 菌 液 转 种 于 1,000ml LBTMG 培养 基 中 ( 含 相应 抗生素 , 量 同 上 )。 

。b. 37°C 振荡 培养 6 一 12 小 时 ,细菌 浓 度 达 到 ODe = 0.9 一 1 之 间 。 

c. 加 氧 霉 素 〈250wz/ml)。 

d. 37°C 振荡 培养 12 一 24 小 时 。 

(4) DNA 的 提取 与 纯化 。 

a. 上 述 菌 液 在 4*c 5,000 r/min 离心 10 分 钟 ， 弃 上 清 液 ， 用 预 冷 的 蔗糖 缓冲 液 洗 1 
次 ,细菌 重 悬 于 15ml 预 冷 的 蔗糖 缓冲 液 中 (50mmol/L Tris-HCl ,pH8.5,50mmol/L Na, 
EDTA, 15% 蔗糖 ), 置 冰 浴 中 。 

b. 加 2ml(15 一 20mg) #7 EAC HINTS Ba ZK AIK, WIRED, 冰 浴 中 (0%C ) 放 置 5 分 
oh, BBA TE A Blo 

c. 加 30 ml Triton X-100 裂解 液 (50 mmol/L Tris-HCl, 50 mmol/L EDTA, 


pH8.5, 0.1%Triton X-100), 0° 下 放置 10 一 20 分 钟 ,使 菌 液 变 粘 稠 。 


d.4°C F 17,000r/min 离心 1 小 时 ,收集 清亮 上 清流 。 
©. 加 等 体积 饱和 酚 抽 提 1 次 ， 回收 水 相 , 再 加 氯仿 - 异 戊 醇 《24:1) 抽 提 取 1 次 , 仍 回 
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f. 加 iml(i—2mg) 加 热处理 过 的 RNA fi (100°C, 10 4> $f), 37°C 作用 1 小 时 。 

g. 加 1/4 体 积 的 5 mol/L NaCl 及 1/3 体积 的 30% HREOM (Mr = 6000), 
一 10"C 过 夜 。 

h. 4%, 10,000r/min 离心 1 小 时 ,分 离 上 清 液 。 

i. 沉淀 物 重 悬 于 2ml 的 50mmol/L Tris HCl (pH8.5), 250mmol/L NaCl, 5mmol/ 
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EL EDTA AM 1, Ato AG FE ( 24:1) SHER 3 RO 

j. 加 2.5 ARK CMT DNA ( 液 氮 5 分钟; 或 —70°C 15 分 钟 ， 或 —20°C 
iW), 4°C, 15,000 r/min 离心 15 分 钟 。 

k 沉淀 DNA FA 70% 乙醇 洗 3 次 , 抽 王 后 溶 于 TE 液 中 备用 。 

2. DNA 转 染 用 液体 的 配制 

(1)2 倍 HeBS: 50mmol/L Hepes, 280 el ‘NaCl, 1.5mmol/L 二 YE 
aia pH #4 7.1+0.05, . 
(2) Amol/L CaCho 

D Fie ee KAAD ET 一 30%C 保存 备用 。 

3, 选择 培养 基 的 配制 

(1) HAT 选择 培养 基 : 

KRY 0.11mmol/L 


FEES 0.5mmol/L 
Fig) HR Poe Ue Fb EY 40mmol/L . 


分 别 用 lmol/L NaOH 溶解 ,加 无 菌 双 蒸 水 配 成 100 倍 浓缩 母液 ， 用 时 按 1/100 加 天 | 
胞 培养 液 。 
(2) MTX 选择 培养 基 。 
氨 甲 蝶 叭 10 ”mol/L 用 1mol/L NeOH 溶解 ,加 水 配制 而 成 ,用 时 按 需要 稀释 加 人 
细胞 生长 液 。 
(3) MX 选择 培养 基 。 
霉 酚 酸 25 wg / ml 
qey 250ng/ ml 
均 用 lmol/L NaOH 溶解 ,加 水 配 成 100 倍 浓缩 母液 ， 用 时 按 1/100 加 入 细胞 嫉 养 液 。 
(4) G418 (Gibco 产品 ) 400ug/ml， 用 无 菌 蒸 馏 水 配制 成 100 倍 浓缩 母液 ， 
1/100 或 1.5/100 JNA ERR 
DLE BERR by Sigma 产品 , 配 成 钓 液体 用 前 均 在 —20——30°C les 
4, 转 染 用 细胞 的 准备 
(1) 冻 存 的 细胞 经 复苏 后 传代 ， 37°C FSR 
(2) 生长 液 均 用 DME 310% 小 牛 血清 及 青 链 替 素 各 100 单位 /al 生长 液 。 
(3) Lek” 细胞 需 在 生长 液 中 加 30 wg/ml 的 BudR， 连 续 传 3 代 以 去 除 自 发 回 变 的 
Ltk* 细胞 。 
CHO-dhfr- 细胞 需 在 生长 液 中 加 入 : 


eRe 0.03mmo!/L 

Hea Fg a ie A AK EF 0.03mmol/L| 各 自 先 配 成 100 倍 浓缩 母液 
ia am 10‘mol/L | 用 时 按 1/100 加 入 生长 液 
甘氨酸 0.1mmol!/L 


(4) 传代 细胞 用 前 连续 在 正常 培养 液 中 快速 传 3 代 ( 2 天 传代 1 Ke, ARETE 
加 大 )。 
(5) SAM — ASI (100m) 容量 方 瓶 ,底面 委 36cm’) 接种 1 一 2X10 Ania, 
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图 11.10 全 ,转化 过 程 中 的 细胞 状态 。a. 吸附 DNA 时 。b. Jn HAT HY}, ¢.jn HAT 
3 天 后 。d. 未 加 DNA 及 HAT 的 细胞 对 照 。 e. 二 周 后 长 出 的 TK+ 细胞 灶 。B. 转化 
RH TK 细胞 灶 结 晶 柴 染色 。 C. 哺乳 动物 细 购 分 沁 的 HBsAg，IEM 200,000X, 


EY RRR te SAAS RA i, 

5. DNA 转 染 细胞 步骤 } 

C1) 在 实验 前 4 小 时 细胞 换 液 , 仍 在 37°C 培养 。 

(2) 将 lag 的 标记 基因 DNA，10wg 的 外 源 基因 重组 DNA 及 10ug 的 携带 DNA 
Cit FASE EF DNA) JF 10mmol/L Tris-HCl(pH7.1) ( 共 转 化 )。 若 标记 基因 已 和 
外 源 基 因 组 建 在 同一 质 柱 ， 则 只 加 后 两 种 DNA。 补 加 同样 液体 及 0.125ml 的 2. mol/L 
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CaCl, 液 ,使 总 量 为 Iml。 将 此 液 缓 缓 加 入 2 倍 的 等 量 的 HeBS 液 , 随 加 随 轻 轻 混 丘 ， 室 
温 静 置 15 一 30 分 钟 ,随时 作 镜 下 观察 , 待 出 现 肉眼 可 见 的 轻 度 混浊 ， 镜 下 可 见 _ DNA 磷 
酸 钙 细 小 颗粒 时 立即 使 用 。 

(3) 每 瓶 细胞 中 加 入 lml DNA 磷酸 钙 悬 液 , 和 瓶 内 生长 液 轻 轻 混 匀 ,37sC 培养 8 一 
12 小 时 , 倒 净 瓶 中 液体 ,加 入 新 生长 液 10ml， 继续 在 37°C 静 置 培养 。 

(4) 经 24 一 48 小 时 再 次 换 人 新 生长 液 ,同时 加 入 选择 培养 基 。 这 要 视 细 胞 生长 速度 
而 定 ,细胞 生长 快 需 提 前 在 20 一 24 小 时 即 换 液 ， 否 则 可 延至 48 小 时 再 换 液 。 或 者 在 48 
小 时 消化 分 种 多 瓶 细胞 , 使 用 CHO 细胞 时 在 DNA 转 染 后 第 1 次 换 液 即 可 撤除 次 黄 叮 
叭 和 胸 昔 。 但 还 需 加 入 且 氨 酸 和 甘氨酸 , 因 后 者 为 CHO 细胞 所 必需 。 

6. 转化 细胞 克隆 

(1) 细胞 经 DNA 转化 ,加 入 选择 培养 基 后 约 2 一 3 周 ， 未 转化 的 细胞 在 头 1 一 2 周 
陆续 死亡 脱落 ， 转 化 细胞 长 成 肉眼 可 见 的 细胞 集落 ( 见 图 11.10A (a, b)), 镜 下 可 见 数 十 
至 数 百 个 细胞 成 向 外 生长 的 圆 型 集落 ,在 集落 细胞 未 老化 前 视 机 进行 克隆 。 

(2) 细胞 克隆 方法 。 文 献 报告 均 用 一 特制 的 金属 小 环 置 于 细胞 集落 周围 ,底部 密封 ， 
环 内 加 入 少量 细胞 消化 液 ,消化 剥离 的 细胞 用 吸管 吸出 进行 培养 。 国 内 因 暂 时 限于 条 件 ， 
可 用 下 述 方法 克隆 。 

事先 拉 制 弯 头 毛细 吸管 , 头 部 口 细 而 平 , 吸取 小 量 消化 液 (0.25 勾 BRR 1G}, EDTA 
4 份 混合 , 若 细胞 不 易 自 瓶 壁 剥 离 可 加 大 胰 酶 比例 ) 对 准 事前 已 用 笔 标 好 的 细胞 集落 , 边 刊 
边 吸 将 细胞 尽量 吸入 吸管 中 。 然 后 移 至 96 孔 平底 细胞 培养 板 中 ,每 孔 加 液 量 不 大 于 0.15 
ml, 置 CO, RE Fe HBF AE IRAN pHi 要 调 至 7.1 EA; CO, 的 浓度 要 求 5% o 开始 时 
每 5 一 7 天 换 液 ,其 后 视 细胞 生长 情况 改 为 2 一 3 天 换 液 1 次 , 待 细 胞 长 成 单 层 经 过 消化 转 
种 至 24 孔 细 胞 培养 板 , 仍 在 CO, 孵 箱 中 培养 ， 待 长 成 单 层 后 再 消化 转 种 至 小 瓶 中 培养 。 
为 使 克隆 细胞 快速 成 活 生 长 ,在 克隆 后 可 将 生长 液 中 的 选择 培养 基 减 量 或 暂时 撤消 。 

7. 细胞 生长 液 中 外 源 基因 表达 产物 的 检测 

以 乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 (HBsAg) 为 例 。 受 乙肝 病毒 重组 DNA 转化 的 细胞 , 如 
果 条 件 合适 即 可 分 这 HBsAg， 但 不 同 细胞 克隆 系 的 分 沁 量 有 所 不 同 。 为 在 多 个 克隆 系 
中 及 时 找到 高 效 表 达 HBsAg 的 细胞 系 ， 必 须 及 时 检测 ， 以 便 淘汰 不 表达 或 表达 低 的 克 
隆 系 。 ; 
(1) RPHA 3% Elisa 检测 HBsAg: 当 克 隆 细胞 在 24 孔 培 养 板 中 长 成 单 层 时 , et 
He A lml 生长 液 ，24 或 48 小 时 后 收 液 待 测 。 细 胞 传代 , 收集 的 液体 用 RPHA 或 Elisa 
检测 HBsAg， 方 法 见 下 述 常规 。RPHA 法 以 最 终 稀释 度 ++ 为 阳性 ,一 般 达 到 1:200 左右 ， 
仍 为 阳 者 视 作 高 产 细胞 系 ，Elisa 法 则 以 最 终 稀释 度 的 P/N 值 >2.1 者 为 阳性 。RPHA 
法 检测 快速 简便 , 可 为 粗 筛 使 用 ， 但 需 注意 阳性 及 阴性 对 照 每 次 试验 都 不 可 缺少 , 且 需 多 
次 检测 。 

(2) RIA 法 : 使 用 Abbott 产 AUSRIA-II 125 试剂 盒 最 佳 。 在 初 得 获得 高 产 细胞 
系 后 , 摘 其 高 者 用 此 法 检测 。 细 胞 生长 液 定时 收获 ,细胞 消化 传代 同时 计数 ,收集 的 液体 作 
1:50、1:100、1:500、1:1000 稀释 ， 进 行 检测 。 所 获 结果 与 该 试剂 阳性 对 照 (& HBsAg 
20ng/ml+5ng) 相 比 计算 HBsAg 表达 产量 。 

(3) 免疫 电镜 观察 。 按 常规 制作 标本 进行 电镜 观察 ( 见 图 11.10c)。 
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8. 高 效 表 达 HBsAg 的 转化 细胞 系 的 建 库 

绎 多 次 检测 不 同 细胞 系 不 同 代数 的 细胞 培养 六 ,确定 _2 个 确 属 高 产 细 有 系 后 。 Ww 
即 传代 冻 存 30 一 50 支 作为 种 子 细胞 库 。 每 支 冻 存 细胞 约 含 10 细胞 ， 浆 存 液 用 生长 液 
27 多、 小 牛 血清 15 多 、 二 甲 基 亚 砚 8 多 。 每 支 液 量 lml， 安 瓶 密封 浆 存 于 液 氮 液 相 中 , 若 
-作为 生产 用 细胞 可 用 种 子 细胞 库 细胞 传代 增殖 , 视 生 产 需 要 建立 工作 细胞 库 。 


七 、 图 示 几 种 转化 表达 HBsAg 的 系统 
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11.11 工 tk” 细 胞 -tk 标记 基因 -HAT 选择 培养 基 系统 。 
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图 1t.12 CHO-dhfr- 细胞 -dhfr 选择 标记 -MTX 选择 培养 基 系统 。 
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11.13 CV-1 细胞 -Eco-gpt 选择 标记 -MX 选择 培养 基 系 统 。 
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MYR — AAT ae BY 3 


1.M9 培养 基 ( 每 升 ) 


Na,HPO, 6g 
KH,PO, 3g 
NaCl 0.5g 
NH,Cl lg 
用 NaOH jf oH 47.4, 121°C KRM 20 DHARMA: 
lmol/L MgSO, 2ml 
20 % #8 Fa HS 10ml 
1mol/LCaCl, 0.1ml 


以 上 三 种 溶液 分 别 过 滤 灭 菌 或 消毒 。 

在 配制 琼脂 培养 基 时 ,应 分 别 配制 1/2 体积 的 2.4% 的 琼脂 , 1/2 体积 的 2 倍 强度 的 
M9 盐 溶 液 , 分 别 灭 菌 , 冷 后 混合 并 加 入 上 述 三 种 溶液 。 

2.M63 培养 基 ( 每 升 ) 


KH,PO, , 3.0g 
K,HPO, 7.0g 
(NH, ),SO, 2g 
FeSO,: 7H,O 5mg (lmg/ml 溶液 5ml) 
FA KOH 调 pH 至 7.0,121"C 灭 菌 20 分 钟 , 冷 后 加 入 : 
1mol/ 工 MgSO…7H2O 1ml 
维生素 B, (50mg/ml) 2ml 
20 % Fil 4d BS 10ml 


以 上 三 咨 液 单独 过 滤 或 蒸汽 灭 菌 。 
配制 固体 培养 基 方 法 同 M9 培养 基 。 
以 上 两 种 为 合成 培养 基 。 为 满足 营养 缺陷 型 生长 的 需要 加 入 所 需 维生素 至 终 浓 度 1 
wg/ml, AER 40ug/miCL 型 ) 或 80ug/ml (D、L 型 )。 
3.LB 培养 基 ( 每 升 ) 


4H A 2 A 10g 
‘ on ee EA 5g 
NaCl 10g 
困 NaOH jf pH 至 7.2。 固 体 培养 基 加 琼脂 15¢/L. 
4. YT 培养 基 
细菌 蛋白 肪 8g 
细菌 酵母 膏 粉 5g 
NaCl 3g 
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用 NaOH pH 472, 
5. BRA (McConkey) 培养 基 ( 每 升 ) 


Aik 20g 
乳糖 10g 
胆 酸 钠 (No.3), 15g) 
NaCl 5g 
琼脂 13.5g 
中 性 红 0.03g 
结晶 紫 0.001g 


该 培养 基 已 被 广泛 用 于 发 现 和 分 离 肠 道 杆菌 的 常规 培养 基 之 一 ， 国 内 外 均 有 商品 绸 
售 , 一 般 不 必 自 己 配 制 。 

6. 穿刺 琼脂 培养 基 ( 每 升 ) | 
+ ABH 3g 


Ak 5g 
琼脂 6g 


加 热 溶 化 后 分 装 小 管 ，121sc Keg 15 分 钟 。 
7. RRR (Endo) 培养 基 ( 每 升 ) 


A HR 10g 
乳糖 10g 
Na,HPO, 3.5¢g 
Na,SO, 2.5g 
碱 性 复 红 0.4g 
琼脂 15g 
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附录 二 ”大 肠 杆 菌 的 常用 菌株 


基 因 型 


LE292 HfrH arg Eam rpoB galT:: (AAfint-FIl]) 


LE392 F- supE supF hsdR galK trpR metB lacY 

MC 1000 Fr araD139A(aroABC-leu) 7679 galU KA(lac)X174 rpsL thi 

MC 4100 FE- araD139A(araE-lac) u169 rps L150 rec Al flb B 5301 deoCl pts F25 rbs 及 

Cla BF He 

C600 F- sup E44 tonA21 thr-l leuB6 lacY1 

Q358 F- hsd Rk~ hsdMk+ supE@80° 

Q359 F~ hsd Rk- hsdMkt supE 80'(p2) 

JM103 A(lac-pro) thi strA supE endA sbcB hsdR-F(’traD36 proAB lac [4 ZAM 15) 

K802 hsd R~ hsd Mt+ gal met supE 

HB101 F- hsd S20 (rg m5) recAl3 ara-14 proA2 lac Yl galK2 rpsL20 xy 1 一 5 mtl-l 
supE44 

BHB 2688 F- recAA* (AEam4b2 red3 Imm 434 CIts Sam7) 

BHB 2690 F- recA)1: (ADam15b2 red3 1mm 434 CIts Sam7) 

X1776 F- tonA53 dapD8 minAl glnV44 (sup E42) A(gal-uvrB)40A-minB2 rfb-2 gyrA25 
thyAl42 oms-2 metC65 oms-1 (tte-1)A(bioH-asd) 29 cycB2 cycA-1 hsd R2 

CSH45 F-A(lac) thi trpR(ACI857 sam7) 

1046 F- recA supE supF hsds~ met 

RR1 F- hsdR hsdM galK2 lacYl aral4 proA2 aral4 strA 
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附录 三 ， 大 肠 杆菌 遗传 学 中 常见 的 基因 型 


乙酸 盐 利用 
需要 腺 嘎 叭 
需要 丙 氨 酸 
RENAE 

需要 芳香 族 氨 基 酸 
需要 天 冬 琵 胺 
需要 天 冬 氮 酸 
BRK 

需要 生物 素 
需要 半 胱 氨 酸 
需要 胞 喀 喧 

细胞 分 裂 ， ， 
核酸 内 切 酶 

凌 毛 生物 合成 
9A 
需要 谷 氨 酸 
需要 谷 酰胺 
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‘ pBR 322 
100 
TTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAACAAT 


AAGAGTACAAACTGTCGAATAGTAGCTATTCGAAATTACGCCATCAAATAGTGTCAATTTAACGATTGCGTCAGTCCGTGGCACATACTTTAGATTGITA | 


200 


GCGCTCATCGTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGCATAGGCTTGGTTATGCCGGTACTGCCGGGCCTCTTGCGGGATATCGTCCATICCG. 


CGCGAGTAGCAGTAGGAGCCGTGGCAGT GGGACCTACGACATCCGTATCCGAAGCAATACGGCCATGACGGCCCGGAGAACGCCCTATAGCAGGTAAGGC 
300 


ACAGCATCGCCAGTCACTATGGCGTGCTGCTAGCGCTATATGCGTTGATGCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTITGGCCG 
eer RE aE en ee eee ee ee 


400 


CCGCCCAGTCCTSCTCGCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCGTCCTGTGGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTG 、 


* GGCGGGTCAGGACGAGCGAAGCGATGAACEACGGTGATAGCTGATGCGCTAGTACCGCTGGTGTGGGCAGGACACCTAGGAGATGCGGCCTGCGTAGCAC 


500 
GCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATCAGCGCTT : 
CGGCCGTAGTGGCCGCGGTGTCCACGCCAACGACCGCGGATATAGCGGCTGTAGTGGCTACCCCTTCTAGCCCGAGCGGTGAAGCCCGAGTACTCGCGAA © 


600- 
GITTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCOTGGCCGGSGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTC 


CAAAGCCGCACCCATACCACCGTCCGGGCACCGGCCCCCTGACAACCCGCGGTAGAGGAACGTACGTGGTAAGGAACGCCGCCGCCACGAGTTGCCGGAG 
700 


AACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCITCAACCCAGT CAGCTCCTICCGGTGEG 


TIGGATGATGACCCGACGAAGGATTACGTCCTCAGCGTATTCCCTCTCGCAGCTGGCTACGGGAACTCTCGGAAGTTGGGTCAGTCGAGGAAGGCCACCC 。 
. 800 : 
CGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATTTTCGGCGAGGA — 


“GCGCCCCGTACTGATAGCAGCGGCG1 “AATACTGACAGAAGAAATAGTACGTTGAGCATCCTGTCCACGGCCGTCGCGAGACCCAGTAAAAGCCGCTCCT, 
900 


CCECTITCGCTGGAGCGCGACGATGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTATTCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTICGTCACTGGTCCCGCCACCAAA 了 
GGCGAAAGCGACCTCGCGCTGCTACTAGCCGGACAGCGAACGCCATAAGCCTTAGAACGTGCGGGAGCGAGTTCGGAAGCAGTGACCAGGGCGGTGGTTT . 

.1000 
CGTTTCGGCGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCGACGCGCTGGGCTACGTCTTGCTGGCGTTCGCGACGCGAGGCTGGATGGCCTICCCCA — 


GCAAAGCCGCTCTTCGTCCGGTAATAGCGGCCGTACCGCCGGCTGCGCGACCCGATGCAGAACGACCGCAAGOGCTGCGCTCCGACCTACCGGAAGGGGT 
\ 1100 
TIATGATICTTCTCGCTTCCGGCGGCATCGGGATGCCCGCETTGCAGGCCATGCTGTCCAGGCAGGTAGATGACGACCATCAGGGACAGCTTCAAGGATC 
CC 
1200- 
-6CTC6C6GCTCTTACCAGCCTAACTTCGATCAETGGACCGCTGATCGTCACGGCGATTTAT6CCGCCTCGGCHAGCACATGGAACGGGTTGGCATGGATT 
CGAGCGCCGAGAATGGTCG6ATTGAAGCTAGTGACCT6GCGACTAGCAGTGCCGCTAAATACGGCGGA6CC6CTCGTGTACCTTGCCCAACCGTACCTAA 
1300 
GTAGGCGCCGCCCTATACCTTGTCTGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGCATGGAGCCGGGCCACCTCGACCTGAATGGAAGCCGGCGGCACCTCGCTAA 
CATCCGCGGCGGGATATGGAACAGACGGAGGGSCGCAACGCAGCGCCACGTACCTCGGCCCGGTGGAGCTGGACTTACCTICGGCCGCCGTGGAGCGATA 


1400, p 


CGGATTCACCACTCCAAGAATTGGAGCCAATCAATTCTTGCGGAGAACTGTGAATGCGCAAACCAACCCTTGGCAGAACATATCCATCGCGTCCGCCATC. 
GCCTAAGTGGTGAGGTTCTTAACCTCGGTTAGTTAAGAACGCCTCTTGACACTIACGCGTTTGGTTGGGAACCGTCTIGTATAGGTAGCGCAGGCGGTAG: 

1500 
TCCAGCAGCCGCACGCASCGCATCTCGGGCAGCGTTGGETCCTGGCCACGGGTGCGCATGATCGTGCTCCTGTCGTTGAGGACCCEGCTAGGCTGGCGGG 


AGGTCETCGGCGTGCECCGCGTAGAGCCCETCGCAACCCAGGACCGGTGCCCACGCGTACTAGCACGAGGACAGCASCTCCTGGGCCGATCCGACCGCEG,, 
1600 - 


(T¥¢CCTTACTGGTTAGCAGAATGAATCACCGATACGCGAGCGAACGTGAAGCGACTGCTGCTGCAAAACGTCTGCGACCTGAGCAACAACATGAATGGT ; 


CAACGGAATGACCAATCGTCTTACTIAGTGGCTATGCGCTCGCTTGCACTICGCTGACGACGACGTITTUCAGACGCTGGACTCGTTGTTGTACTIACCA 
1700 


" CTTCGGTTTCCGTGTTTCGTAAAGTCTGGAAACGCGGAAGTCAGCGCCCTGCACCATTATGTTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGCTACCCTGT” 


GAAGCCAAAGGCACAAAGCATTTCAGACCTTITGCGCCTTCAGTCGCGGGACGTGGATATACAAGGCCTAGACGTAGCGTCCTACGACGACCGATGGGACA 
1800 


GGAACACCTACATCTGTATTAACGAAGCGCTGGCATTGACCCTGAGTGATTTTTCTCTGGTCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAAC <_ 


CCTIGTGGATGTAGACATAATT GCTTCGCGACCGTAACTGGGACTCACTAAAAAGAGACCAGGGCGGCGTAGGTATGGCGGTCAACAAATGGGAGTGTTG 


1900°°" 
GTTCCAGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCCTCTCTCETTTCATCGGTATCATTACCCCCATGAACAGAAATTCCCCCTT ; 


CAAGGTCATT GGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGGAGAGAGCAAAGTAGCCATAGTAATGGGGGTACTTGTCTITAAGGGGGAA 


2000 - 


ACACGGAGGCATCAAGTGACCAAACAGGAAAAAACCGCCCTTAACATGGCCCGCTITATCAGAAGCCAGACATTAACGCTTCTGGAGAAACTCAACGAGC, 
TGTGCCTCCGTAGTTCACTGGTTTGTCCTTTTTTGGCGGGAATTGTACCGGGCGAAATAGTCTTCGGTCTGTAAT TGCGAAGACCTCTTTGAGTIGCTCS 


2109" 


TGGACGCGGATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATGAGCTTTACCGCAGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAA 
ACCTGCGCCTACTTGTCCGTCTGTAGACACTTAGCGAAGTGCTGGTGCGACTACTCGAAATGGCGTCGACGGAGCGCGCAAAGCCACTACTGCCACTITT- 

2200 
CCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGG 
GGAGACTGTGTACGTCGAGGGCCTCTGCCAGTGTCGAACAGACATTCGCCTACGGCCCTCSTCTGTTCGGGCAGTCCCGCGCAGTCGCCCACAACCECCC 


2300° 


?GTCGGGGCCCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTA TACT GGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATAT 


SCAGCCCCGCGTCGGTACTGGGTCAGTGCATCGCTATCGCCTCACAT TGACCGAATTGATACGCCGTAGTCTCGTCTAACATGACTCTCACGTGGTATA 
2400 


附 图 5 pBR322 AKA ARIE Fle 


« 288 © 


ee ee 


. 


’ GCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTICCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTG 
» CGCCACACTTTATGGCGTGTCTACGCATTCCTCTTTTATGGCGTAGTCCGCGAGAAGGCGAAGGAGCGAGTGACTGAGCGACGCGAGCCACCAAGCCGAC 


2500 
€GGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGETAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGAT AACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGG | 
GCCGCTCGCCATAGTCGAGTGAGTTTICCGCEATTATGCCAATAGGTGTCTTAGTCCCCTATTGCGTCCTTTCTTGTACACTCGTTTTCCGGTCGTTTICC 

? 2600 
CCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTITCEATAGGCTCCCCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAAT@GACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAA 
GGTCCTTGGCATTTTTCCGGCGCAACGACCGCAAAAAGUTATCCGAGGCGGGGGGACTGCTCGTAGTGTTTTTAGCTGCGAGTTCAGTCTCCACCGCTIT 

2700 
CCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCECTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTT 
GGGCTCTCCTGATATTTCTATGGTCCGCAAAGGGGGACCTTCGAGGGAGCACGCGAGAGGACAAGGCTGGGACGGCGAATGGCCTATGGACAGGCGGAAA 

2800- 


‘ CTCCCTICGGGAGACGTGGCGCTITCTCAATGCICACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGT AGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCC 


GAGGGAAGCCCTTCGCACCGCGAAAGAGTTACGAGTGCGACATCCATAGAGTCAAGCCACATCCAGCAAGCGAGGTTCGACCCGACACACGTGCTTGGGG 
2900 


. CCGTICAGCCCGACCGLTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAG 


GCCAAGTCGGGCTGGCGACGCGGAATAGGCCATTGATAGCAGAACTCAGGTTGGGCCATTCTGTGCTGAATAGCGGTGACCGTCGTCGGTSACCATTGTC 

; 3000 

| GATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAASTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTG 
GTAATCGTCTCGCTCCATACATCCGCCACGATGTCTCAAGAACTTCACCACCGGATTGATGCCGATGTGATCTTUCTGTCATAAACCATAGACGCGAGAC 

3109 

{ CTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTITITGTTTGCAAGCAGCAGATTA 

GACTICGGTCAATGGAAGCCTTTT£CTCAACCATCGAGAACTAGGCCGTTTGTTTGGTGGCGACCATCGCCACCAAAAAAACAAACGTTCGTCGTCTAAT 


3200 
CGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTITTCTACGGGGTCTGAGGCTCAG? 3GAACGAAAACTCACGTTAAGGGATITTGGTCATGAG 
GCGCGTCTTTTTTTCCTAGAGTTCTTCTAGGAAACTAGAAAAGAT GCCCCAGACTGCGAGTCACCTTGCTITTGAGTGCAATTCCCTAAAACCAGTACTC 
3300 
ATTATGAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTT AAATCAATCTAAAGTATATATGAGT AAACTTGGTCTGACAGITACCAA 
TAATAGTTTTICCTAGAACTGGATCTAGGAAAATTTAATTTITACTTCAAAATITAGT TAGATTTCATATATACTCATTTGAACCAGACTGTCAATGGTT 
3400 
TGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGICTATITCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCT 
ACGAATTAGICACTCCGTGGATAGAGTCGCTAGACAGATAAAGCAAGTAGGTATCAACGGACTGAGGGGCAGCACAGCTATTGATGCTATGCCCTCCCGA 
3500 
TACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCEGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAG 
ATGGTAGACCGGGGTCACGACETTACTATGGCGCTCT GGGTGCGAGTGGCCGAGGTCTAAATAGTCGTTATTIGGT CGGTCGECCTICCCGGCTCGCGTC 
3600 
AAGTGGTCCTGCAACTITATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGITAATAGITTGCGCAACGTTGTT 
TTCACCAGGACGTTGAMATAGGCGGAGGTAGGTCAGATAATTAACAACGGCCCTTCGATCTCATTCATCAAGCGGTCAATTATCAAACGCGTTGCAACAA 
3700 
GCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTITGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGT 
CGGTAACGACGTCCGTAGCACCACAGTGCGAGCAGCAAACCATACGAAGTAAGTCGAGGCCAAGGGTTGCTAGTTCCGCTCAATGTACTAGGGGGT ACA 
3800 
TGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTICGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGUCAGCACTGCATAATTC 
ACACGTTTTTTCGCCAATCGAGGAAGCCAGGAGGCTAGCAACAGTCTTCATTCAACCGGCGTCACAATAGTGAGTACCAATACCGTCGTGACGTATTAAG 
3900 
TCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTIGCTCTTGC 
AGAATGACAGTACGGTAGGCATICTACGAAAAGACACTGACCACTCATGAGTT GGTTCAGTAAGACTCTATAGTGATACGCCGCTGGCTCAACGAGAACG 
4000 
CCGGCGTCAACACGGGATAAT ACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTICTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC 
GGCCGCAGTTGTGCECTATTATGGCGCGGTGTATCGTCTTGAAATTTTCACGAGTAGTAACCTTTTGCAAGAAGCCCCGCTITIGAGAGTTCCTAGAATG 
4100 
LGCTGITGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTICAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGG6TGAGCAAAAACAGGAAG 
GCGACAACTCTAGGTCAAGCTACATTGGGTGAGCACGTGGGTTGACTAGAAGTCGTAGAAAATGAAAGT GGTCGCAAAGACCCACTCGTTITTGTCCTIC 
4200 
GCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATITATCAGGGTIATIGT 
CGTITTACGGCGTTTTTTCCCTTATTCCCGCTGTGCCTITACAACTT ATGAGTATGAGAAGGAAAAAGTTATAATAACTTCGTAAATAGTCCCAATAACA 
4300 
CTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCA 
GAGTACTCGCCTATGTATAAACTTACATAAATCTTTTTATTTGTT TATCCCCAAGGCGCGTGTAAAGGGGCTTTTCACGGTGGACTGCAGATTCTITGGT 
4360 
TIATTATCATGSCATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTITCGTCTTCAAG = AA 
AATAATAGTACTGTAATTGGATATTTITATCCGCATAGTGCTCCGGGAAAGCAGAAGTTC TIT4362 
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Fsp I 1 6425 FnuD II 18 43 347 1119 1176 2466 
HoiE II 1 6468 3355 3409 3599 3952 4313 
Hinc II i 6264 4994 5489 §513 5533 6029 
Hind III 1 6282 6031 6689 6752 
Kpn I 1 6243 Hpa II 18 314 965 1095 1924 2378 
Mst II 1 6508 2396 2552 3370 3842 4018 
Nae 1 1 $613 5614 6159 6248 6463 6481 
Nar [ 1 6001 6838 6961 7021 
Pst I 1 6270 Hph I 18 1376 1503 1774 1909 2398 
Pvu I 1 6405 2542 2581 2620 2626 2635 
Sec I > 、 6237 4847 4923 5117 5706 5947 
Sal I 1 6204 5980 7005 7031 
Saa I 1 6247 Nia IV 18 1062 1249 1541 1551 1803 
SnaB I 可 1268 2051 2374 2392 5644 5656 
Sph I 1 6276 5677 5867 6001 6131 6243 
Xba I 1 6258 6252 6465 6477 
Ava I 2 5825 624? Rsa I 19 173 280 1022 1165 1769 
Ban II 2 5643 6237 1796 1889 1905 1970 2133 
Cla I 2 2527 6882 3467 3668 4190 4380 5384 
Eco47 ITTI 2 2710 3039 5486 6244 6843 7165 
Gdi II 2 6036 6293 
Gsu I 2 6493 6899 Mee II 22 770 789 942 1269 1577 
Xan I 2 357 2646 1688 2546 2818 3151 4404 
: 4447 4635 5038 5456 5463 
Afl III 3 195 3618 3717 5607 5717 5760 5772 6309 
Cir 了 3 5080 6036 6293 6578 6774 
HgiA I a 4743 5465 6237 
Nde 3 2723 3803 6846 Mae III 24 145 939 1103 1377 1718 
Pvu II 3 5960 6053 6375 1775 1790 2095 2543 2621 
Xho II 3 2220 6252 6935 2744 2910 3211 4322 4385 
4610 5111 5529 5541 6314 
Bin I 4. 3382 222) 6252 6253 6334 6554 6580 6638 
Fox I 4 239 3547 6361 7244 
Hae I 4 2244 5080 5344 6681 Hha I 26 44 1011 1085 1177 1470 
Mci I 4 1924 6247 6248 6838 2195 2467 2711 3040 3096 
NapB II 4 1631 5960 6053 6375 3408 3598 4312 4995 5490 
Sau96 I 4 5724 5914 5938 6396 5503 5512 5534 5560- 5568 
7 6002 6030 6095 6426 6447 
tga ; 2088 4743 5465 5643 6237 6562 
ry 189 472 4622 6784 7074 
Hinf I 27 136 216 “490 $11 723 
Mae I 5 3827 5565 6259 6861 6979 2011 2497 2845 Sica Bac 
Hae II 7 4072 +4117 4349 
6 are 3039 5559 5567 6001 5120 5328 5375 对 = 
Nsp7 717 7 6624 6865 
p7526 he 6 aoe 3531 3618 371 6276 - 6904 7041 
ep I 6 499 2660 5023 $213 6767 
6788 
4an I ? 1249 5677 6601 6131 6243 
6465 6477 
Botw I 7 1014 1966 5941 5998 6137 
6328 6455 
Hga I 7 526 2164 2479 3237 4083 
$158 6687 
Mbo I 7 1382 1714 2221 6253 6406 
6502 6936 
Sfan I 7 25 388 1354 3979 4850 
6546 6559 
Tthlll II 7 3395 3446 4257 4506 4671 
5878 6893 
Sbv I 10 931 1367 2521 3132 4871 
5536 $323 6052 6355 6428 
ScrF I 11 1014 1924 1966 5941 5998 
6137 6247 6248 6328 6455 
-_ 6838 - 
Mbo II 12 781 977 2218 3912 9075 
4271 4937 5255 5587 6391 
6504 6805 : 
Taq I 13 336 975 1127 1508 1949 
2528 3455 3694 #665 5683 
6235 6265 6883 
fae III 45 1396 2245 2554 5081 5239 
5345 5414 5725 5939 6037 
月 6295 6396 6513 6682 7023 


附 图 9 Mi3mp 18 DNA 限制 性 酶 切 点 的 定位 。 
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附 图 11 A DNA 限制 性 酶 切 点 的 定位 。 
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附 图 1 YIP5 DNA 的 限制 性 酶 切 点 图 。 
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附 图 13 YRP17 DNA agfRaitte Dag. 
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YEP24 DNA 限制 性 酶 切 点 的 定位 。 
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